













« Mais, en outre des actes produits par l’instinct, il y a ceux qu’on ne peut attribuer qu’à 
l’intelligence, et qui prouvent que certains Insectes ont la mémoire des lieux et des objets 
qu’ils ont déjà vus, et des travaux qu’ils ont commencés ; en un mot, que ces Insectes sont 
capables d’acquérir et comparer des idées. 
C’est à tort par exemple qu’on attribue exclusivement à l’instinct les travaux des Abeilles, 
qui, toujours pareils depuis le commencement du monde, seraient calculés d’après la plus 
haute géométrie ; il suffit, en effet, de jeter les yeux sur le bord d’un rayon d’Abeilles, pour 
reconnaitre qu’en cet endroit les alvéoles sont plus courts, obliquement tronqués, et que 
rarement leur fond est la pyramide régulière qu’on admet théoriquement ; par conséquent 
l’Abeille, en subordonnant ici son travail aux nécessités de la position, à fait preuves 
d’intelligence à un certain degré. Mais c’est surtout dans ses voyages, dans les précautions 
qu’elle prend en quittant sa ruche pour reconnaître les lieux et assurer son retour ; dans le 
soin qu’elle prend pour éloigner de l’habitation tous ses ennemis ; dans les indications 
qu’elle reçoit ou transmet relativement aux localités les plus favorables, qu’on reconnaît 
mieux cette faculté pour ses récoltes ; en effet, si une Abeille a trouvé dans un jardin une 
plate-bande de Réséda, fût-elle à deux lieues de sa ruche, elle y reviendra avec beaucoup 
d’autres, et pendant toute la belle saison on reverra ces nombreuses ouvrières se charger 
uniquement du pollen rougeâtre du Réséda. » 
 
Félix Dujardin (1850), Mémoire sur le Système Nerveux des Insectes.  
 
 
« An arthropod brain is beautiful. There is no other word for it. » 
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1.1. Présentation du modèle d’étude : l’abeille (Apis mellifera) 
L’abeille fait partie de la classe des Insectes, et plus particulièrement de l’ordre des 
Hyménoptères (Linné 1758). Toutes les abeilles sont regroupées au sein de la 
superfamille des Apoidea, au sein de laquelle l’on peut distinguer aussi bien des espèces 
sociales, de la famille des Apidea, que des espèces solitaires, par exemple des familles 
Megachilidae ou Andrenidae. Au cours de ce travail de thèse, j’ai effectué toutes mes 
expériences sur Apis mellifera, abeille européenne couramment utilisée comme 
organisme-modèle dans plusieurs domaines de recherche, tels que l’immunologie, 
l’écotoxiocologie et, dans mon cas, la neurobiologie et le comportement. 
 
1.1.1. L’abeille, insecte social et son organisation en castes (Figure 1) 
 
 
Figure 1. Représentation des différentes castes constituant une colonie. 
 
L’abeille domestique Apis mellifera est une espèce dite eusociale, qui vit uniquement en 







 La reine, seule reproductrice de la colonie, est chargée de pondre des œufs pour 
en assurer la descendance (Winston 1987). Elle peut pondre jusqu’à 2000 œufs 
par jour. 
 Les mâles, également appelés faux-bourdons, nécessaires pour la fécondation des 
futures reines et qui n’apparaissent que de manière saisonnière (Ruepell et al 
2005). À noter que les mâles sont haploïdes, issus d’œufs non-fécondés. Des 
mâles diploïdes peuvent exister mais ils sont sacrifiés à l’éclosion par les 
ouvrières (Gempe et al. 2009). 
 Les ouvrières, qui possèdent un répertoire comportemental très varié, car elles 
effectuent des tâches internes à la ruche (soins du couvain, nettoyage, stock de 
nectar et pollen, thermorégulation) ainsi que des tâches externes 
(principalement butinage, mais aussi protection et recherche de nouveaux lieux 
d’essaimage). D’ailleurs, ces différences de tâches permettent de diviser la caste 
des ouvrières en deux sous-castes : les nourrices et les butineuses. 
Une abeille ouvrière adulte, au cours de sa vie, sera amenée à effectuer toutes ces tâches. 
Plus elle vieillit, plus elle s’approche de la sortie de la ruche. En effet, une jeune abeille, 
après émergence, va s’occuper du nettoyage des cellules puis des soins au couvain et à la 
reine. Ensuite, elle sera chargée de construire de nouveaux rayons, de recevoir et 
stocker le pollen et le nectar ramenés par les butineuses. L’abeille plus âgée devient 
ensuite gardienne puis finalement butineuse jusqu’à la fin de sa vie. Ces deux phases, 
interne et externe, durent chacune entre une quinzaine et une vingtaine de jours. Ainsi, 
une abeille peut vivre jusqu’à un mois et demi, durant les saisons printanières et 
estivales. 
Mais ces transitions comportementales restent relativement flexibles, et de ce fait, la 
division du travail constitue un arrangement social dynamique basé sur les activités de 
soins et de butinage (Robinson et al. 1992). En effet, la progression comportementale 
peut être accélérée, ralentie, voire même inversée, par des changements du contexte 
social qui affectent la fréquence et la forme des interactions entre ouvrières (Finch 1990, 
Amdam & Omholt 2003). Par exemple, les butineuses ralentissent l’apparition du 






Durant la période automnale, les abeilles vont vivre sur leurs réserves accumulées et, 
surtout, vont progressivement changer de phénotype en devenant des abeilles dites 
« d’hiver », phénotype aussi appelé diutinus (Amdam 2011). La reine arrête de pondre, il 
n’y a plus de couvain, les ouvrières n’expriment plus de comportement de butinage et 
s’occupent exclusivement de la thermorégulation de la ruche. Elles peuvent vivre ainsi, 
pendant cinq à six mois, jusqu’à la prochaine saison printanière. 
 
1.1.2. L’abeille, son comportement individuel et sa régulation 
Ces différentes transitions comportementales des ouvrières ont été étudiées et décrites 
au niveau moléculaire. Deux composés jouent un rôle essentiel dans ces transitions, et 
vont se réguler réciproquement : l’hormone juvénile et la vitéllogénine. 
- La vitéllogénine (Vg) est une glycoprotéine, précurseur du vitellus, synthétisée 
par les cellules du corps gras2 et a un rôle antioxydant chez l’abeille. Elle est 
fortement exprimée chez les nourrices, qui utilisent ses constituants pour 
l’élevage du couvain (Amdam et al. 2003). Par l’intermédiaire de l’interférence 
ARN (technique décrite au paragraphe 1.4.1.), il a été établi que la Vg agit comme 
un frein sur l’hormone juvénile et sur le comportement de butinage et augmente 
la survie des ouvrières (Nelson et al. 2007, Seehuus et al. 2006). Les abeilles 
diutinus, qui n’expriment pas de comportement de butinage, sont d’ailleurs 
caractérisées par une accumulation excessive de Vg dans le corps gras et de 
faibles taux d’hormone juvénile circulante (Fluri et al 1977, Smedal et al. 2009). 
- L’hormone juvénile (HJ) est une hormone synthétisée par les glandes corpora 
allata3, situées dans la tête à l’arrière du cerveau, chez l’insecte. Elle fut tout 
d’abord caractérisée dans les phénomènes de transition larvaire, où elle tient un 
rôle central (d’où son qualificatif originel, « juvénile »), mais elle intervient 
encore dans d’autres processus chez l’insecte adulte, notamment la reproduction 
et la régulation de la longévité, en réponse au stress (Grutenko et al. 2003, 
Tauchman et al. 2007). Chez l’abeille, les taux d’HJ sont typiquement plus faibles 
pour les nourrices et plus élevées pour les butineuses (Ament et al. 2008, Toth & 
                                                             
2 Le corps gras est l’équivalent fonctionnel du foie chez les insectes. 






Robinson 2005). Aussi des traitements à base d’HJ, ou analogues d’HJ, vont 
déclencher le comportement de butinage plus précocement (Pankiw & Page 
2003, Robinson 1987, Shultz & Robinson 2001).  
Ce lien entre HJ et Vg a été formalisé sous forme d’un système réciproque, où l’un peut 
agir sur l’autre (Figure 2), et ainsi engager l’abeille dans une voie comportementale 
différentielle (nourrice vs. butineuse). À noter que ces boucles de rétroaction intègrent 
la voie de signalisation de l’insuline, une voie de détection des nutriments exprimée chez 
de nombreux animaux et régulant divers processus tels que le développement, 
l’homéostasie métabolique, la fécondité, le vieillissement (Broughton & Partridge 2009). 
 
Figure 2. Régulateurs centraux de la durée de vie et de l’ontogénie des ouvrières. Chez les nourrices, 
les acides aminés (aa) et les récepteurs-cibles de rapamycine (TOR) influencent la synthèse de 
vitellogénine (Vg, en jaune). La Vg peut réprimer les signaux insuline/insuline-like (IIS, en gris) en 
amont de l’hormone juvénile (HJ, en noir) qui est typiquement élevée chez les butineuses. 
Inversement, de forts taux de HJ répriment la Vg et cette régulation négative mutuelle entre Vg et HJ 
est symbolisée par des flèches rétroactives, en rouge. Quand des nourrices, avec des taux normaux 
d’aa et de TOR, sont sujettes à une répression de Vg, le niveau d’HJ augmente, Vg est d’autant plus 
réprimée, et les abeilles initient d’autant plus le butinage. Vg et IIS/HJ, respectivement, ont des effets 
positifs (+, en vert) ou négatifs (-, en rouge) sur le maintien phénotypique. La régulation qui implique 
Vg et IIS/HJ influence à la fois le comportement et la survie des abeilles. (Adaptée d ’Amdam 2011). 
 
 
En se basant sur le fait que les taux d’HJ sont plus élevés chez les butineuses, comparés 
aux nourrices, des études se sont intéressées au rôle de cette molécule dans le 
comportement de butinage, notamment dans la plasticité neuronale et de manière sous-
jacente, dans l’apprentissage : l’HJ accélère la transition nourrice-butineuse et améliore 
la mémoire à court-terme chez les jeunes abeilles (Farbach & Robinson 1995, Maleszka 






recherche du nectar ou du pollen, récompense sucrée et appétitive pour elle, utilise ses 
capacités olfactives pour repérer la fleur produisant cette récompense. Après plusieurs 
passages, l’abeille associe l’odeur florale à la récompense sucrée. 
Cela peut se résumer par un conditionnement pavlovien : l’association d’un stimulus 
conditionnel neutre avec un stimulus inconditionné va déclencher une réponse 
conditionnée réflexe. Cette réponse sera peu à peu déclenchée par le stimulus 
conditionnel seul, au fur et à mesure que l’association se renforce. La force de cet 
apprentissage peut alors être évaluée après quelques minutes ou quelques heures, voire 
même jusqu’à quelques jours ou semaines après l’association. 
Ce paradigme, décrit par Pavlov au début du XXème siècle (1913), a été adapté au modèle 
abeille et reproduit en laboratoire dans des conditions mieux contrôlées (Takeda 1961, 
Bitterman et al. 1983). Ainsi, l’abeille est capable d’associer une odeur, simple ou 
composée, à une récompense sucrée, nectar ou autre. Ceci va déclencher le réflexe 
d’extension du proboscis (REP ; Bitterman et al. 1983).  
Cette procédure relativement simple et accessible permet de contrôler la mémoire liée à 
cette association olfactive. Cela a été la base de nombreuses études portant sur 
l’apprentissage et la mémoire chez l’abeille, et cela a permis de lever le voile sur une 
partie de ses nombreuses capacités cognitives. 
L’abeille, en plus d’un apprentissage simple via un conditionnement classique pavlovien, 
est capable d’effectuer des tâches plus complexes telles que des conditionnements 
opérants skinnériens ou des tâches d’apprentissage non-élémentaires (inférence 
transitive, catégorisation, apprentissage de règles abstraites). Et toutes ces tâches sont 
réalisées malgré une relative simplicité du système nerveux central, une taille 
relativement réduite du cerveau et un nombre limité de neurones. 
 
1.1.3. Anatomie du cerveau d’abeille 
Les premières études neurophysiologiques des bases comportementales de l’abeille ont 
commencé dès le XIXème siècle, grâce aux travaux de Dujardin (1850), à qui l’on doit la 






des corps pédonculés4, et de Kenyon (1896) qui décrivit les cellules constituant les corps 
pédonculés. Ainsi, l’abeille possède un cerveau d’apparence  « simple ». Il a un volume 
d’environ 1 mm3 et possède plus de 960 000 neurones (Witthöft 1967). Simplicité 
relative toutefois, car ce cerveau se divise en trois régions principales – le 
protocérébrum, le deutocérébrum et le tritocérébrum – elles-mêmes se divisant en 
différentes structures, impliquées dans plusieurs fonctions et modalités sensorielles 
(Figure 3).  
 
Figure 3. Schéma du cerveau d’abeille, où figurent les principales structures cérébrales. Le complexe 
central se situe entre les calices médians des corps pédonculés, postérieurement aux lobes verticaux. 
Échelle : 3 mm. (Adapté de Brandt et al. 2005) 
 
1.1.3.1. Neuroanatomie du Système Olfactif 
Plusieurs études ont mis en avant l’importance des neuropiles traitant l’information 
olfactive dans les processus d’apprentissage et de mémoire olfactive (Erber 1976 ; 
Hammer 1993 ; Rybak & Menzel 1998, Lozano et al. 2001, El Hassani et al. 2008), et en 
particulier, les corps pédonculés et les lobes antennaires. 
 
                                                             
4 Dujardin, ayant comparé cette structure avec celles d’autres insectes, suppose une corrélation entre facultés 
cognitives et taille proportionnelle des corps pédonculés vis-à-vis du cerveau. Sur ce seul critère morphologique, 
l’abeille sociale serait, toujours d’après Dujardin, un des insectes les plus intelligents, devancée seulement par la 
fourmi qui « réalise en quelque sorte l’idéal d’une intelligence destinée à un but spécial et dépourvu de tout 






1.1.3.2. Lobes Antennaires (Figure 4) 
Ce sont des structures paires situées dans le deutocérébrum. Ils contiennent chacun un 
peu plus de 160 glomérules, véritables unités fonctionnelles des lobes antennaires (LA). 
Ces structures constituent un relais synaptique entre neurones sensoriels olfactifs – 
provenant des antennes – et neurones de projections – allant vers les cornes latérales et 
les corps pédonculés par deux principales voies antenno-cérébrales, une médiane et une 
latérale (Müller et al. 2002, Kirshner et al. 2006). Cette communication synaptique est 
modulée par l’intermédiaire d’interneurones (Abel et al. 2001). Ainsi, les lobes 




Figure 4. Représentation schématique d’un corps pédonculé et d’un lobe antennaire (vue frontale). 








1.1.3.3. Corps Pédonculés (Figure 4) 
Ce sont également des structures paires, et situées dans le protocérébrum, dans la partie 
supérieure du cerveau. Chaque corps pédonculé (CP) est constitué d’un pédoncule, épais 
et court, et de deux calices, un médian et un latéral (Dujardin 1850). Ces calices sont 
eux-mêmes divisés en trois régions : les lèvres, le col et l’anneau basal (Mobbs 1982). 
Ces différentes régions reçoivent des afférences provenant essentiellement des 
neurones de projection des lobes antennaires ainsi que des neurones provenant des 
lobes optiques. Ces afférences suivent une organisation topologique particulière suivant 
les modalités sensorielles : les lèvres reçoivent des afférences olfactives, le col des 
afférences visuelles, et l’anneau basal des afférences multimodales (Mobbs 1982, 
Strausfeld 2002). Cette organisation topologique se retrouve au niveau du lobe vertical, 
situé sur le pédoncule. Les cellules de Kenyon, dont les corps cellulaires se trouvent au 
niveau des calices, se projettent vers différentes couches des lobes verticaux, selon les 
modalités sensorielles (Kenyon 1896, Strausfeld 2002). 
 
1.1.3.4. Autres Structures 
Lobes optiques – Ce sont des structures paires, volumineuses, situées latéralement dans 
le protocérébrum. Ils sont formés de trois neuropiles qui se succèdent : la lamina, la 
medulla, et la lobula (Menzel 1985). Ce sont les trois principaux centres de traitement 
visuel du cerveau, ils intègrent et transfèrent l’influx visuel depuis les photorécepteurs 
des omatidies (yeux composés de l’abeille). Les neurones qui se projettent sur le col des 
calices proviennent notamment de la lobula et de la medulla (Ehmer & Gronenberg 
2002). 
Complexe central – Enfoui dans la partie médiane du protocérébrum, le complexe central 
(CX) est un ensemble de structures interconnectées. Le neuropile majeur du CX est le 
corps central, constitué de deux divisions, inférieure (corps ellipsoïde) et supérieure 
(corps en éventail). Deux autres structures, situées plus postérieurement, sont intégrées 
dans le CX : le pont protocérébral, neuropile de forme allongée et arquée, et les noduli, 
neuropiles sphériques. Le rôle du complexe central semble être impliqué dans le 
traitement sensoriel multimodal, et non pas seulement visuel (Homberg 1985, 2008). 






mutants avec un complexe central altéré étaient moins actifs et initiaient moins de 
marche ou d’envol que les individus sauvages, établissant ainsi un lien entre cette 
structure et le comportement de marche/vol et plus globalement avec le contrôle 
moteur (pour revues, voir Heisenberg 1994, et Strauss 2002). De telles études n’ont pu 
être faites chez l’abeille, à cause de la localisation anatomique centrale de cette structure 
qui restreint d’éventuels traitements localisés et rend d’autant plus difficile l’étude de 
son rôle dans différents comportements. 
Ganglion sous-œsophagien – Structure postérieure qui compose le tritocérébrum, le 
ganglion sous-œsophagien (GSO) résulte de la fusion de trois neuromères, maxillaire, 
mandibulaire et labial (Rehder 1988). Du fait de sa localisation, le GSO traite les influx 
gustatifs et mécano-sensoriels provenant du proboscis et renvoie des projections vers 
les motoneurones du proboscis et des mandibules (Rehder 1989), ainsi que vers les 
calices des corps pédonculés (Schröter et al. 2006). Parmi ces projections, se trouve le 
neurone VUMmx1, un neurone octopaminergique support du stimulus inconditionnel 
dans l’apprentissage appétitif olfactif (Hammer 1993, Hammer & Menzel 1998). 
 
1.1.3.5. Codage olfactif, Apprentissage et Neurotransmissions Impliquées 
Plusieurs preuves nous permettent de considérer la place prépondérante qu’occupent 
les LA et des CP dans l’apprentissage olfactif et par conséquence, dans la formation de la 
mémoire. Par exemple, concernant le stimulus conditionné (SC), des études ont permis 
de montrer que la réponse aux odeurs serait modulée par l’apprentissage. Un neurone 
extrinsèque identifié au niveau des CP, le neurone PE1 (Pedonculus Extrinsic 1) diminue 
sa fréquence de décharge pendant la présentation de l’odeur renforcée SC+, et pas à 
l’odeur non-appariée SC-, lors d’un conditionnement olfactif différentiel (Mauelshagen 
1993, Okada et al. 2007). Cette diminution d’activité pourrait être intrinsèque au PE1 ou 
supportée par des interneurones inhibiteurs, des neurones récurrents (feedback 
neurons) qui se projettent sur les CP (Grünewald 1999a). L’inhibition au niveau de ces 
neurones est véhiculée par les récepteurs ionotropes GABAergiques (Grünewald 1999b, 
Okada et al. 2007). 
De manière analogue, concernant le stimulus inconditionné, des études se sont portées 






substituer à la récompense sucrée (stimulus inconditionnel) pendant un 
conditionnement classique olfactif (Hammer 1993). De plus, une autre étude a montré 
que des injections d’octopamine (OA) dans les LA ou les CP pouvaient se substituer au 
stimulus inconditionnel durant un conditionnement classique (Hammer & Menzel 
1998). Ceci permettait d’établir que le neurone VUMmx1 serait probablement 
octopaminergique (Kreissl et al. 1994) et véhiculerait l’information du stimulus 
inconditionnel. 
De plus, une activation prolongée de la PKA (Phospho-Kinase A) dans les lobes 
antennaires permet d’induire une mémoire à long-terme (Müller 2000). La PKA, activée 
par l’AMPc, serait activée par l’intermédiaire d’un récepteur à l’OA couplé à l’adénylyl-
cyclase (Eisenhardt 2006). L’activation de PKA pourrait dès lors agir sur les récepteurs 
nicotiniques à l’acétylcholine (nAChR), comme le suggère le modèle de Himmelreich & 
Grünewald (2012), repris en Figure 5. Sur ce lieu de convergence des stimuli 
conditionnel et inconditionnel, se trouvent d’autres récepteurs, notamment 
ionotropiques. En effet, il a été prouvé, chez la drosophile, que les courant synaptiques 
enregistrés au niveau de cellules de Kenyon de CP sont véhiculés par des nAChR et des 
récepteurs GABAergique (Su & O’Dowd 2003). De plus, la sous-unité Rdl constituant le 
récepteur ionotrope GABAergique agirait négativement sur la voie du SC dans 
l’apprentissage olfactif chez la drosophile (Liu et al. 2009). Chez l’abeille, des études 
pharmacologiques menées dans notre équipe ont permis de révéler les effets des 
transmissions glutamatergiques et GABAergiques sur l’apprentissage olfactif (El Hassani 
et al. 2009). Des expériences de libération de glutamate au niveau des CP ont permis 
d’induire une amélioration de la mémoire, alors qu’il n’y a aucun effet d’une telle 
libération au niveau des LA (Locatelli et al. 2005). 
Ainsi, l’apprentissage olfactif chez l’abeille implique une modulation de la transmission 
synaptique des neurones des lobes antennaires et des cellules de Kenyon des corps 
pédonculés, et ceci, par l’intermédiaire de plusieurs neurotransmetteurs : 










Figure 5. Schéma de la physiologie cellulaire des neurones où convergent les voies du stimulus 
inconditionné (SI) et du stimulus conditionné (SC). Deux détecteurs de coïncidence peuvent être 
supposés : une activation des récepteurs octopaminergiques (OAR) qui aboutirait à une augmentation 
du [Ca2+] intracellulaire. ; ou alors, une activation de la PKA AMPc-dépendante qui phosphorylerait le 
nAChR et modulerait les courants induits par l’ACh. Les entrées inhibitrices sont assurées par le 
GABA et le glutamate (via les récepteurs GluCls). Les flèches vertes et rouges indiquent une influence 
positive ou négative, respectivement, sur le récepteur ou la molécule signalée. (Adapté d’Himmelreich 







1.2. Neurotransmission Glutamatergique 
1.2.1. Glutamate, neurotransmetteur ambivalent 
L’action excitatrice du glutamate dans le cerveau et la moelle épinière de mammifère est 
connue depuis la fin des années 1950 (Watkins 1960) mais ce n’est que depuis les 
années 1980 que le glutamate est devenu largement reconnu comme le principal 
neurotransmetteur excitateur dans le système nerveux central des vertébrés (Fonnum 
1984). Il a été particulièrement étudié pour son rôle dans diverses pathologies 
(Chapman et al. 1991, Goff & Wine 1997, O’Neill et al. 1997), mais aussi dans les 
processus de différenciation, migration et survie neuronale dans le cerveau (Yano et al. 
1998). Le glutamate peut être libéré depuis les terminaisons présynaptiques par un 
mécanisme dépendant du calcium, impliquant des canaux Ca2+ voltage-dépendants 
(Birnbaumer et al. 1994), ou bien par l’intermédiaire de transporteurs au glutamate. Du 
côté post-synaptique, le glutamate va se fixer sur deux principaux types de récepteurs, 
métabotropiques et ionotropiques (Figure 6). 
Concernant les invertébrés, le glutamate fut d’abord étudié pour son rôle à la jonction 
neuromusculaire (Kerkut & Walker 1966, Takeuchi & Takeuchi 1964, Delgado et al. 
1989), mais aussi identifié au niveau central (Bicker et al. 1988, Bicker 1999). De même 
que pour les vertébrés, des récepteurs métabotropiques et ionotropiques ont été 
identifiés. 
 
1.2.2. Différents types de récepteurs au glutamate 
1.2.2.1. Récepteurs Métabotropiques au Glutamate 
Chez les vertébrés, ces récepteurs souvent dénommés mGluR font partie de la famille des 
récepteurs métabotropiques couplés à une protéine G, ils sont constitués de protéines à 
sept domaines transmembranaires et sont activés par le glutamate (Figure 6B). Par 
l’intermédiaire de seconds messagers, ils modulent la transmission synaptique lente 
(Nakanishi et al. 1998). Les expériences de  clonage moléculaire ont permis de révéler 







Figure 6. Ligands & Récepteurs. (A) Structure du glutamate et de différents agonistes des 
récepteurs au glutamate. Représentation schématiques des récepteurs métabotropiques (B) et 
ionotropiques (C) ainsi que les sous-unités qui les composent (en orange, le domaine 
transmembranaire constituant le pore). Le glutamate peut se fixer sur toutes ces classes de 








que, par épissage alternatif, pratiquement chaque sous-type (sauf mGlu2 et mGlu4) 
possède deux ou trois variants, qui permettent d’augmenter la diversité de ces 
récepteurs. Tous ces récepteurs ont été caractérisés aussi bien par hybridation in situ 
que par immunohistochimie, aussi bien dans le cerveau de rat que celui de primates, et 
aussi bien au niveau structural que cellulaire (voir la revue très complète de Ferraguti et 
Shigemoto 2006). 
Chez les invertébrés, en revanche, la caractérisation de ces récepteurs est bien plus 
limitée. Le premier récepteur métabotropique au glutamate, DmGluRA, a été identifié 
chez la mouche Drosophila melanogaster (Parmentier et al. 1996). Des expériences de 
marquages montrent une localisation de ces récepteurs au niveau des interneurones de 
lobes antennaires, dans les lobes optiques et le complexe central, mais pas dans les 
corps pédonculés (Ramaekers et al. 2001, Devaud et al. 2008, Kahsai et al. 2012). Chez le 
nématode Caenorhabditis elegans, le séquençage du génome a permis de prédire trois 
gènes distincts, mgl-1, mgl-2, mgl-3 (Dillon et al. 2006), qui ont été caractérisés dans des 
processus de régulation nutritionnelle (Greer et al. 2008, Kang & Avery 2009). Chez 
l’abeille Apis mellifera, deux sous-types de récepteurs ont été caractérisés, AmGluRA et 
AmGluRB (Funada et al. 2004), tous deux exprimés dans le cerveau, mais aussi à la 
jonction neuromusculaire pour AmGluRA. Celui-ci aurait par ailleurs un rôle dans la 
formation de la mémoire (Kucharski et al. 2007), mais l’absence d’utilisation d’outil 
spécifique pour cibler AmGluRA ne permet pas d’aboutir à une conclusion satisfaisante.  
 
1.2.2.2. Récepteurs Ionotropiques au Glutamate 
Les récepteurs ionotropiques sont des récepteurs-canaux qui permettent le passage 
d’ions au travers de la membrane plasmique. Les canaux s’ouvrent le plus souvent par 
modification allostérique suite à la liaison d’un ligand. D’où leur nom de Ligand-Gated 
Ion Channels (LGIC) – littéralement les Canaux Ioniques Activés par un Ligand (Figure 
6C). Ils sont divisés en trois superfamilles, suivant leurs structures (Collingridge et al. 
2009). 
 La famille des récepteurs trimériques P2X sensibles à l’ATP, composés de trois 
sous-unités, elles-mêmes constituées de deux domaines transmembranaires 






 La famille des récepteurs tétramériques cationiques sensibles au glutamate, dont 
les sous-unités sont constituées de trois domaines transmembranaires5. 
L’extrémité N-terminale est extracellulaire, l’extrémité C-terminale 
intracellulaire. 
 La superfamille des récepteurs pentamériques, composés de cinq sous-unités, 
elles-mêmes constituées de quatre domaines transmembranaires. Elles sont 
également caractérisées par un pont disulfure entre deux cystéines dans 
l’extrémité N-terminale extracellulaire. C’est pourquoi cette superfamille est 
dénommée cys-loop LGIC. Ces récepteurs sont activés par plusieurs 
neurotransmetteurs, dont le glutamate, et sont couplés à des canaux cationiques 
ou anioniques. 
Le glutamate se fixe donc sur deux de ces trois familles de récepteurs. Dans le cas des 
récepteurs tétramériques de vertébrés, ils sont classés en trois groupes, en fonction de 
leurs propriétés pharmacologiques : récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate), 
récepteurs AMPA (acide α-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole-propionique) et 
récepteurs kaïnate (Collingridge et al. 2009, Nakanishi et al. 1998). Toutefois, comme il 
semble y avoir peu de différences pharmacologiques franches entre les récepteurs 
AMPA et kaïnate, ils sont dès lors regroupés sous l’appellation « récepteurs non-
NMDA ». Tous ces récepteurs, NMDA et non-NMDA, sont impliqués dans différents 
phénomènes de plasticité synaptique. Chez les rongeurs, par exemple, l’utilisation 
d’antagonistes des récepteurs NMDA, i.e. MK-801 ou AP5, diminue les performances 
d’apprentissage olfactif sans affecter pour autant la consolidation ou la rétention 
(Stäubli et al. 1989, Weldon et al. 1997), ce qui indiquerait un rôle des récepteurs NMDA 
dans le processus de codage (Riedel et al. 2003). En présence de glutamate et après une 
première dépolarisation véhiculée par les récepteurs AMPA, le récepteur NMDA s’ouvre 
pour laisser passer, entre autre des ions Ca2+. Cette entrée de calcium permet l’activation 
de cascades moléculaires qui peuvent aboutir à une modulation de la transmission 
synaptique par le processus de potentialisation à long-terme (Muller et al. 1988, Ben-Ari 
et al. 1992). Concernant les récepteurs non-NMDA, leurs rôles dans les phénomènes 
d’apprentissage et de mémoire sont moins bien définis. Les récepteurs kaïnate ont un 
                                                             
5 A noter que le domaine servant à constituer le pore forme une sorte de coude dans la membrane et ne la 






rôle de modulation en agissant côté pré- et post-synaptique, et permettent également 
d’engendrer une plasticité synaptique (Stawski et al. 2010). De même, par 
l’intermédiaire de glucocorticoïdes, le trafic synaptique des récepteurs AMPA joue un 
rôle dans la consolidation et la transmission synaptique basale (Granger et al. 2011, 
Krugers et al. 2010), et durant l’apprentissage, ces récepteurs réguleraient l’excitabilité 
des neurones pour aboutir à une meilleure mémoire (Riedel et al. 2003). 
Les récepteurs tétramériques d’invertébrés se distinguent également en deux groupes, 
les récepteurs NMDA et les récepteurs non-NMDA (comprenant les récepteurs au 
kaïnate, AMPA et quisqualate). Tout comme les récepteurs de vertébrés, ils participent à 
la neurotransmission excitatrice rapide dans le système nerveux central (Koo & 
Hampson 2010). Ils sont constitués de quatre sous-unités et sont activés par du 
glutamate, dont la liaison entraîne une entrée de cations. Leurs rôles dans 
l’apprentissage et la mémoire ont été démontrés chez différents modèles animaux. Chez 
le nématode Caenorhabditis elegans, par exemple, l’étude des mutations des gènes nmr-1 
et nmr-2, codant pour des sous-unités du récepteur NMDA, a permis de déterminer son 
rôle dans le maintien de la mémoire associative (Kano et al. 2008). Le gène glr-1 qui 
code pour une sous-unité du récepteur AMPA est exprimé dans les motoneurones et les 
interneurones et joue un rôle dans la motricité et la recherche de nourriture (Maricq et 
al. 1995, Hills et al. 2004) ; une mutation de ce gène empêche la formation de mémoire à 
long-terme (Rose et al. 2003). Chez l’aplysie Aplysia californica, une perturbation du 
fonctionnement des récepteurs NMDA empêche la potentialisation à long-terme 
(Murphy & Glanzman 1997) et, d’autre part, les récepteurs AMPA seraient impliqués 
dans le processus de déshabituation (Li et al. 2005). 
Chez les insectes, notamment chez la drosophile, l’analyse du génome avait permis de 
révéler plusieurs gènes codants pour des récepteurs ionotropiques au glutamate 
(Littleton & Ganetzky 2000). Ce sont plus de 30 gènes qui ont été décrits – quinze 
appartiennent à la sous-famille des récepteurs Kaïnate, trois à la sous-famille AMPA, 
deux à la sous-famille NMDA (un de type 1, un autre de type 2) et quatre à la sous-
famille δ – en comparant avec ceux identifiés chez Caenorhabditis elegans (une 
quinzaine) et en se basant sur les similarités de séquences des homologues mammifères. 
Au niveau périphérique, les récepteurs NMDA sont requis pour la potentialisation 






2006), et les récepteurs non-NMDA sont requis pour la maturation de ces mêmes 
synapses (Schmid et al. 2006). Au niveau central, dans le cerveau de drosophile, l’activité 
des récepteurs NMDA a été caractérisée dans l’apprentissage et la mémoire olfactive 
(Xia et al. 2005). Plus précisément, les récepteurs de type NR1 et NR2 sont 
spécifiquement requis au niveau du corps ellipsoïde (division inférieure du corps 
central) pour permettre la consolidation et le rappel de la mémoire à long-terme (Wu et 
al. 2007). Alors que chez l’abeille Apis mellifera, des expériences d’hybridation in situ ont 
été réalisées sur l’ARNm de la sous-unité NR1, montrant un marquage somatique 
répandu sur tout le cerveau (Zannat et al. 2006), une analyse comparative des sous-
unités NR1 et NR2 dans les cerveaux d’abeille et de drosophile a permis de révéler la 
localisation des récepteurs NMDA au niveau des régions somatiques des lobes optiques, 
dans les cellules de Kenyon (pour l’abeille), et dans le corps central pour la drosophile 
(Zachepilo et al. 2008). Chez la drosophile, il a récemment été montré que l’expression 
d’une protéine NR1 mutée, dans le complexe central ou dans les corps pédonculés, 
supprimait la formation de la mémoire à long-terme, mais n’affectait pas la mémoire 
résistante à l’anesthésie (Miyashita et al. 2012). Une répression ponctuelle de la sous-
unité NR1 dans les corps pédonculés du cerveau d’abeille bloque sélectivement la 
formation de certaines phases de mémoires – la mémoire à moyen-terme et la mémoire 
à long-terme précoce – mais pas la mémoire à long-terme tardive (Müßig et al. 2010). 
Chez d’autres espèces d’insectes comme le criquet Schistocerca gregaria (Dudel et al. 
1988) ou la mouche Calliphora vicina (Fedorova et al. 2009), des récepteurs 
ionotropiques localisés au niveau de la jonction neuromusculaire ont été rattachés aux 
iGluR de par leur sélectivité aux cations et leur liaison au glutamate. Mais certains 
ligands n’ont aucun effet sur eux (kaïnate, NMDA, glycine dans le cas du criquet ; 
antagonistes des récepteurs AMPA et NMDA dans le cas de la mouche bleue). 
Récemment, Richard Benton et collaborateurs (2009) ont mis à jour une nouvelle famille 
de récepteurs, simplement appelés « récepteurs ionotropiques » (IR, en anglais) par 
analyse bio-informatique des gènes exprimés dans l’antenne de drosophile. Bien qu’ils 
puissent avoir une organisation modulaire similaire à la famille des iGluR tétramériques, 
comme les récepteurs NMDA ou AMPA, les IR montrent une grande divergence de 






Ainsi, les récepteurs ionotropiques au glutamate (iGluR), de type NMDA et non-NMDA, 
sont impliqués dans l’apprentissage et la mémoire, aussi bien chez les vertébrés que 
chez les invertébrés. Mais chez ces derniers, le glutamate ne se fixe pas seulement sur 
des récepteurs véhiculant son action excitatrice ; il est aussi impliqué dans la 
neurotransmission inhibitrice rapide par l’intermédiaire de canaux chlore. Ce sont les 
récepteurs glutamatergiques perméables aux ions chlorures, abrégés en « récepteurs 
glutamate-chlore ». 
 
1.2.3. Récepteurs glutamate-chlore et transmission inhibitrice 
Ces récepteurs glutamate-chlore (GluCl) font partis de la superfamille des récepteurs 
pentamériques, également appelée « cys-loop LGIC ». Celle-ci comprend plusieurs 
récepteurs-canaux activés par différents neurotransmetteurs, tels que l’acétylcholine, la 
sérotonine, le GABA ou la glycine, auxquels s’ajoutent les canaux sensibles aux ions Zn2+ 
et les canaux sensibles au pH (Tableau 1). 
 
1.2.3.1. Généralités sur les membres de la famille des cys-loop LGIC 
Cette superfamille de récepteurs est diversifiée en termes de ligands, et relativement 
bien conservée dans le règne animal (Dent 2006). Elle est fortement reliée à une proche 
famille de LGIC procaryotique, où il manque les cystéines caractéristiques de la boucle 
cys (Tasneem et al. 2004). De plus, il a été évalué que la séparation de ces récepteurs en 
fonction de leur sélectivité ionique –anion/cation– remonte à plus de deux milliards 
d’années (Ortells & Lunt 1995). A propos des canaux anioniques, ces auteurs faisaient 
alors l’hypothèse que les récepteurs à la glycine de vertébrés dérivaient des récepteurs 
au GABA. Peu de temps après, Demetrios Vassilatis et collaborateurs (1997), par analyse 
phylogénétique des séquences des récepteurs GluCl de nématodes clonés auparavant 
(Cully et al. 1994), rectifient l’hypothèse en avançant que les récepteurs glycines sont 
des orthologues des récepteurs GluCl d’invertébrés. Jusqu’alors, aucun GluCl n’était 
décrit chez les vertébrés, et inversement, aucun récepteur glycine n’était décrit chez les 
invertébrés, donc l’hypothèse était très plausible. Ceci fut admis durant une dizaine 






































Am 11 _ _ _ _ 3 1 _ 2 _ 1 3 Jones & Sattelle 2006 
Nv 16 _ _ _ 2 ? 3 1 _ 2 _ 1 3 Jones et al. 2010 
Tc 12 _ _ _ _ 3 1 _ 2 _ 1 5 Jones & Sattelle 2007 
Dm 10 _ _ _ 2 ? 3 1 _ 2 _ 1 5 
Knipple & Soderlund 
2010,  
Sattelle et al. 2005,  
Semenov & Pak 1999 











4 _ 1 1 4 + 6 ? 6 6 + 3 _ _ 3 
Jones & Sattelle 2008, 
Putrenko et al. 2005, 
Ranganathan et al. 2000 
Bm 9 3 _ 3 1 3 + 2 4 4 _ _ 5 Williamson et al. 2007 















Ls 12 4 ? _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ van Nierop et al. 2005,  
van Nierop et al. 2006 
Ac 2 ? 2 ? _ _ _ 1 2 ? _ _ _ _ 

























Ci 12 _ 3 _ _ 6 _ 1 _ _ _ >1 
Dent 2006,  
Kehoe 2009,  







s Mm 16 _ 2 _ _ 19 _ 5 _ _ _ _ 
LGICdb (Le Novère & 
Changeux 2001) 
Hs 17 _ 5 _ _ 24 _ 5 _ 1 _ _ 
Davies et al. 2003,  
Kalamida et al. 2007,  
Kirsch 2006,  
Reeves & Lummis 2002 
 
Tableau 1. Nombre de gènes de la superfamille des cys-loop LGIC en fonction des espèces de 
l'embranchement des bilatériens. Ligands : ACh = acétycholine ; 5-HT = sérotonine ; GABA = acide γ-
aminobutyrique ; Glu = glutamate ; Gly = glycine ; His = histamine ; NC = non-caractérisés. Les canaux 
sont divisés en fonction de leur sélectivité ionique. La présence des canaux ioniques est indiquée en 
fonction de l'embranchement vertébrés (V) / invertébrés (I), séparés en canaux anioniques (en noir) et 
cationiques (en rouge). Espèces : Am = Apis mellifera ; Nv = Nasonia vitripennis ; Tc = Tribolium 
castaneum ; Dm = Drosophila melanogaster ; Tu = Tetranychus urticae ;  Ce = Caenorhabditis elegans ; Br 
= Brugia malayi ; Ts = Trichinella spiralis ; Ls = Lymnaea stagnalis ; Ac = Aplysia californica ; Ci = Ciona 
intestinalis ; Mm = Mus musculus ; Hs = Homo sapiens. Les espèces sont classées par embranchement ; 









 analyse phylogénétique étendue aux espèces de l’embranchement des 
Lophotrocozoaires, e.g. le mollusque Aplysia californica, montre que les récepteurs GluCl 
auraient évolué de manière indépendante de ceux des espèces de l’embranchement des 
ecdysozoaires, i.e. Nématodes et Arthropodes (Kehoe et al. 2009) et suggère que 
certaines séquences de récepteurs d’aplysie pourraient fixer la glycine. Et ceci était déjà 
avancé au sujet de la probable diversité des cys-loop LGIC chez le dernier ancêtre 
bilatérien commun (Dent 2006). Récemment, le séquençage du génome d’un cnidaire, 
l’anémone de mer Nematostella vectensis, a permis d’identifier plusieurs familles de 
récepteurs, dont les cys-loop LGIC, et de révéler une véritable transmission 
glycinergique  fonctionnelle (Anctil 2009, Nishino et al. 2010). 
Malgré la perte des récepteurs cys-loop à la glycine, l’embranchement des ecdysozoaires 
fait preuve d’une grande diversité concernant l’ensemble de cette superfamille. En effet, 
certains récepteurs de vertébrés ont été classés strictement cationiques ou anioniques, 
comme les récepteurs nicotiniques à l’acétylcholine ou les récepteurs au GABA, 
respectivement. Par contre, les invertébrés, notamment les nématodes, possèdent à la 
fois des canaux cationiques et des canaux anioniques activés par ces mêmes ligands. Par 
exemple, les canaux chlore activés par l’acétylcholine (ACC) ou la sérotonine (MOD-1), et 
les canaux cationiques activés par le GABA (EXP-1) ont été décrits chez Caenorhabditis 
elegans (van Nierop et al. 2005, 2006, Ranganathan et al. 2000, Beg & Jorgensen 2003). 
Bien que ces récepteurs GABA cationiques soient potentiellement présents chez certains 
insectes (Jones et al 2010, Knipple & Soderlund 2010), les Arthropodes possèdent moins 
de gènes que les Nématodes pour les principaux neurotransmetteurs de cette famille, i.e. 
acétylcholine, GABA et glutamate (cf. Tableau 1), mais possèdent, en contrepartie, des 
récepteurs à l’histamine et au pH (Figure 7A). Mais surtout, l’existence de processus 
moléculaires tels que l’épissage alternatif ou l’édition d’ARN (modification post-
transcriptionnelle de l’ARNm) permettent d’augmenter la diversité des protéines de la 
famille des cys-loop LGIC (Copley 2004, Jones & Sattelle 2006, 2007, Sattelle et al. 2005, 










Figure 7. Récepteurs-canaux à boucle cystéine. (A) Arbre montrant les relations entre les différentes 
séquences de protéines appartenant à la superfamille des « cys-loop » LGIC, chez différentes 
espèces d’insectes : Apis mellifera, Drosophila melanogaster et Nasonia vitripennis (d’après Jones et 
al. 2010). (B) Représentation schématique de la structure d’un récepteur-canal et d’une sous-unité qui 
le compose. (C) Le récepteur, constitué de cinq sous-unités, est activé par la liaison d’un ligand (e.g. 
glutamate), induisant une modification allostérique qui ouvre le pore du canal et laisse passer des ions 
(e.g. ions chlorure). Au niveau des sous-unités, cette famille de récepteurs est caractérisée par la 
présence d’un pont disulfure entre  deux cystéines du côté N-terminal, couramment appelé « cys-
loop ». La sous-unité comprend quatre segments transmembranaires [1-4], le deuxième constituant le 







1.2.4. Récepteurs GluCls, membres de cette famille 
La composition classique de ces récepteurs se base sur la structure pentamérique du 
récepteur nicotinique à l’acétylcholine, caractérisée par l’équipe de Jean-Pierre 
Changeux (Hucho & Changeux 1973, Devillers-Thiery et al. 1979) et dont la structure 
cristallographique est disponible depuis dix ans (Miyazawa et al. 2003). Le récepteur 
pentamérique est composé d’une combinaison de cinq sous-unités (Figure 7B), toutes 
ayant les caractéristiques suivantes : un long segment N-terminal où se trouve le site de 
liaison du ligand, quatre domaines transmembranaires numérotés de M1 à M4. Le 
segment M2 de chaque sous-unité forme le pore du canal. Entre les domaines M3 et M4, 
se trouve une large boucle intracellulaire qui comporte des sites de phosphorylation. Sur 
la partie N-terminale se trouvent deux cystéines séparées de 13 acides aminés et qui 
sont reliées par un pont disulfure, également appelé cys-loop (Figure 7C). Des études 
cristallographiques ont permis de mieux caractériser certains mécanismes moléculaires 
de la transduction du signal. Celle-ci se déroule en trois étapes : liaison du ligand 
(binding), activation du canal (gating) et couplage liaison/activation (Connolly & 
Wafford 2004, Sine & Engel 2006). Le ligand peut potentiellement se fixer sur cinq sites 
de liaison. Dans la plupart des cas, la seule liaison de deux sites permet d’induire 
l’ouverture du canal, par un mouvement de torsion et de déformation tertiaire (Lester et 
al. 2004, Bocquet et al. 2009).  
Récemment,  la structure cristallographique d’un récepteur GluCl de Caenorhabditis 
elegans a été décrite (Hibbs & Gouaux 2011), ceci constituant la première représentation 
tridimensionnelle d’un canal anionique d’eucaryote activé par un ligand (Figure 8). 
Cette étude récente a permis de décrire les sites de liaisons du glutamate, mais aussi de 
l’ivermectine et de la picrotoxine (Hibbs & Gouaux 2011). Ces molécules ont notamment 









1.2.5. Récepteurs GluCls, cibles des pesticides 
Jusqu’à maintenant, les récepteurs GluCl ont été décrits uniquement parmi les espèces 
invertébrées. Aussi, ont-ils été pris pour cibles par plusieurs pesticides, dans la lutte 
contre les pathogènes et autres espèces dites « nuisibles ». Parmi ces molécules, trois 
exemples (dont les structures sont présentées en Figure 6A) : 
 le fipronil, insecticide de la famille des phénylpyrazoles et molécule active du 
Régent©, bloque à la fois les GluCl et les récepteurs GABA (abeille – Barbara et al. 
2005 ; drosophile – Hosie et al. 1995 ; blatte – Zhao et al. 2004). 
 la picrotoxine (PTX), toxine dérivée d’une plante – la coque du Levant – est un 
bloqueur non-sélectif des canaux anioniques (abeille – Barbara et al. 2005, blatte 
– Hue 1998, Raymond et al. 2000 ; Caenorhabditis elegans – Etter et al. 1999). 
 L’ivermectine (IVM), membre de la famille des lactones macrocycliques, connues 
pour leurs actions anthelminthiques, insecticides et acaricides (Campbell 2012), 
 
Figure 8. Structure cristallographique d’un récepteur GluCl avec les sites de fixation de plusieurs 
ligands. (A) Le glutamate se fixe dans une « poche » de liaison dans la partie extracellulaire. 
L’ivermectine se fixe au niveau des domaines transmembranaires, et agit comme modulateur 
allostérique agoniste partiel. (B) La picrotoxine se fixe dans le pore du canal et bloque celui-ci en 
conformation ouverte (deux sous-unités ont été retirées pour plus de visibilité). Structure réalisée à 









affecte plus spécifiquement les récepteurs GluCls en augmentant physiquement 
l’ouverture du pore, comme l’ont démontré  Hibbs & Gouaux (2011) en révélant 
la structure cristallographique du GluCl avec l’IVM liée (Wolstenholme 2012). 
Il est toutefois intéressant de noter que tous les récepteurs GluCl n’ont pas la même 
sensibilité vis-à-vis de ces molécules. Par exemple, chez la blatte Periplaneta americana, 
deux types de récepteurs GluCls ont été caractérisés sur la base de leurs profils 
électrophysiologiques en présence de PTX (Raymond et al. 2000). Chez Caenorhabditis 
elegans, des gènes codant pour des sous-unités GluCl ont été nommés en fonction des 
différentes sensibilités à l’avermectine, avr-14 et avr-15 (altered avermectin sensitivity ; 
Beech et al. 2010) 
 
Ceci nous amène à aborder la diversité des récepteurs GluCls chez différentes espèces. 
Chez les nématodes, principalement Caenorhabditis elegans et Haemonchus contortus, au 
moins six gènes ont été caractérisés (Glendinning et al. 2011, Wolstenholme 2012). 
Concernant les insectes, un seul gène a été décrit jusqu’à maintenant, GluClα, mais une 
certaine diversité de sous-unités reste malgré tout possible grâce aux mécanismes 
d’épissage alternatif et d’édition ARN (Semenov & Pak 1999 ; Jones & Sattelle, 2006, 
2007). 
 
1.2.6. Caractérisation des récepteurs GluCls d’invertébrés  
Les canaux inhibiteurs activés par du glutamate furent décrits pour la première fois en 
tant que récepteurs extrajonctionnels (récepteurs « H ») au niveau du muscle de criquet 
Locusta migratoria (Cull-Candy & Usherwood 1973, Lea & Usherwood 1973), puis en 
tant que récepteurs post-synaptiques au niveau du ganglion stomatogastrique de crabe 
Cancer pagurus (Marder & Paupardin-Tritsch 1978). Mais l’étude approfondie de ces 
récepteurs a franchi un palier grâce à l’avènement des techniques moléculaires, qui ont 
permis d’isoler chez le nématode Caenorhabditis elegans deux ADNc codants pour deux 
sous-unités de récepteurs GluCl (Cully et al. 1994). Du fait de leur sensibilité à certains 
composés anthelminthiques et insecticides, beaucoup d’études sur les récepteurs GluCls 






1.2.6.1. Pharmacologie des récepteurs GluCls 
La technique d’expression hétérologue dans l’ovocyte de xénope a permis d’aborder la 
question des propriétés pharmacologiques et électrophysiologiques des récepteurs 
GluCls et de révéler certaines différences entre sous-unités.  
 Espèce Expression  Agoniste  Antagoniste  Références 
Achetus 
domesticus  
Cellules de Kenyon en 
culture  
Insensibles au GABA  PTX  Cayre et al. 1999  
Apis mellifera  
Culture de cellules de 
lobe antennaire  
Glutamate  
Un type PTX-sensible,  
un autre PTX-insensible  
Barbara et al. 2005  
- L-trans-PDC, Fipronil  El Hassani et  al. 2009  
Drosophila 
melanogaster  
Hétérologue  Glutamate, Iboténate  Peu sensible à la PTX  Cully et al. 1996  






Rohrbough & Broadie 
2002  
Culture de neurones 
d'embryons  
Glutamate  PTX  Lee et al. 2003  
Locusta 
migratoria  
Motoneurones de vol  
Glutamate, Aspartate, 
Insensible au GABA  
-  Dubas 1990, 1991  






PTX, Insensible au BIDN  
Wafford & Sattelle 
1986, 1989,  
Hamon et al. 1998  
Neurones DUM  
Glutamate, Iboténate  PTX, Fipronil, BIDN, CNQX  
Raymond et al. 2000  
Glutamate, Insensible 
à l'iboténate  
Insensibles à la PTX  
et au BIDN  
Neurones DUM isolés  Glutamate  PTX  Washio 1994  
N. de ganglions 
thoraciques  
Glutamate, Iboténate, 
Insensible au GABA  
PTX, Fipronil, Dieldrine, 
Insensible à la Bicuculine 
et au CNQX  
Ikeda et al. 2003,  
Zhao et al. 2004  
N. du ganglion 
abdominal terminal  





Insensible au GABA  
PTX  
Lea & Usherwood 1973, 
Cull-Candy 1976  
Motoneurones de 




 -  Smith et al. 2000  
 







Le nématode Caenorhabditis elegans exprime des sous-unités α et β qui forment des 
récepteurs homomériques qui peuvent avoir des propriétés différentes. Par exemple, les 
récepteurs homomériques β (GLC-2) ne sont pas sensibles à l’ivermectine. De même 
pour les récepteurs homomériques formés de GLC-1 ou AVR-15, qui ont une 
pharmacologie identique mais qui se distinguent par leur sensibilité au glutamate. Chez 
les insectes, cela est également observé (Tableau 2). Par exemple, chez le criquet 
Schistocerca migratoria où deux types de récepteurs GluCls, activés par le glutamate et 
l’iboténate, diffèrent par leur sensibilité à l’acide nodulisporique (Smith et al. 2000) ; ou 
encore chez la blatte Periplaneta americana où deux récepteurs GluCls diffèrent par leur 
sensibilité au BIDN et à la PTX (Raymond et al. 2000). Les récepteurs GluCls peuvent 
également être distingués selon leur vitesse de désensibilisation : par exemple, sur les 
neurones DUM de blatte précités, les récepteurs insensibles à la PTX vont se 
désensibiliser rapidement alors que les récepteurs sensibles à la PTX ne se 
désensibilisent pas (Ikeda et al. 2003). Chez l’abeille, la situation est différente : dans les 
cellules de lobes antennaires en culture, les récepteurs sensible à la PTX vont se 
désensibiliser rapidement, alors que les récepteurs insensibles à la PTX se 
désensibilisent plus lentement (Barbara et al. 2005). Mais tout cela suggère qu’il est 
possible d’avoir chez les insectes plusieurs – au moins, deux – types de récepteurs GluCls 
avec des profils pharmacologiques différents. 
 
1.2.6.2. Chez les Nématodes... 
Les fonctions les mieux étudiées des récepteurs GluCls sont probablement celles des 
nématodes, où les canaux sont largement exprimés dans les neurones sensoriels, les 
interneurones et les motoneurones, pouvant moduler ainsi un grand nombre de 
comportements (Tableau 3). 
Par exemple, le gène avr-14 est exprimé dans un grand nombre de motoneurones et 
interneurones de Caenorhabditis elegans (Horoszok et al. 2001) et les mutations de 
celui-ci et d’autres gènes GluCls, avr-15, glc-1 et glc-3, affectent le comportement de 
recherche de nourriture du ver (Dent et al. 2000). Des mutations d’avr-15 affectent la 
plasticité gustative (Hukema et al. 2008) et, avec avr-14, véhiculent l’inhibition mécano-







C.elegans H.contortus Notes Références  
avr-14 avr-14 
Deux sous-unités issues d'épissage alternatif. AVR-14B 
constitue des canaux activés par le glutamate et 
l'ivermectine. avr-14 est exprimé dans de nombreux 
motoneurones et interneurones chez C.elegans, dans les 
neurones sensoriels chez H.contortus. Impliqué dans le 
comportement de recherche de nourriture.  
Laughton et al. 1997, 
Jagannathan et al. 1999, 
Dent et al. 2000,  
Portillo et al. 2003, 
McCavera et al. 2009  
avr-15 - 
Deux sous-unités issues d'épissage alternatif. Constitue des 
canaux sensibles au glutamate et à l'ivermectine. avr-15 est 
exprimé dans le système nerveux et les cellules musculaires 
du pharynx. Impliqué dans la plasticité gustative et le 
pompage pharyngien.  
Dent et al.1997,  
Vassilatis et al. 1997, 
Pemberton et al. 2001, 
Keane & Avery 2003, 
Hukema et al. 2008  
glc-1 - 
Forme des canaux sensibles à l'ivermectine quand exprimé 
seul ; ces mêmes canaux sont activés par le glutamate quand 
co-exprimés avec GLC-2.  
Cully et al. 1994  
glc-2 glc-2 
Ne forme pas de canaux sensibles à l'ivermectine quand 
exprimé seul. Cel-GLC-2 constitue des canaux activés par le 
glutamate et ceux-ci sont sensibles à l'ivermectine quand co-
exprimés avec GLC-1. Exprimé dans les cellules de muscles 
pharyngiens avec avr-15, et impliqué dans le pompage 
pharyngien. 
Cully et al. 1994, 
Laughton et al. 1997  
glc-3 glc-3 
Cel-GLC-3 constitue des canaux activés par le glutamate et 
l'ivermectine. Hco-glc-3 a été identifié récemment. Chez 
C.elegans, GLC-3 est exprimé dans les interneurones AIY, et 
est impliqué dans les comportements de chimiotaxie et 
thermotaxie.  
Horoszok et al. 2001, 
Chalasani et al. 2007, 
Ohnishi et al . 2011  
glc-4 glc-4 
Pas de données fonctionnelles. Sa séquence diverge quelque 
peu des autres gènes GluCls.  
Cully et al. 1996  
- glc-5 
Forme des canaux chlore activés par le glutamate et 
l'ivermectine.  
Forrester et al. 2004  
- glc-6 Pas de données fonctionnelles.  Beech et al. 2010  
 
Tableau 3. Les familles de gènes GluCls des nématodes Caenorhabditis elegans et Haemonchus contortus. 








l’interneurone AIY, qui reçoit les influx des neurones AWC et AFD, régulant 
respectivement les réponses du ver aux odeurs (Chalasani et al. 2007) et à la 
température (Ohnishi et al. 2011). Comme AIY inhibe les changements de direction, 
l’activation ou l’inhibition de GLC-3 sur cette cellule va favoriser le comportement de 
changement de direction et ainsi favoriser la recherche d’une nouvelle source de 
nourriture (Figure 9). GLC-3 est activé par le glutamate libéré depuis le neurone olfactif 
AWC. De même, les changements de direction dus à la libération de glutamate par le 
neurone thermosensible AFD et l’activation sous-jacente de GLC-3 pourraient également 
diminuer les mouvements vers une source chaude. 
D’autres fonctions et localisations sont résumées dans le Tableau 3. 
 
1.2.6.3. Chez les Insectes... 
Les premières descriptions des récepteurs GluCls furent faites sur des cellules 




Figure 9. Rôle des GluCls dans la 
transmission des influx sensoriels chez les 
Nématodes, d’après les travaux de 
Chalasani et al. 2007, et Ohnishi et al. 
2011. Chez Caenorhabditis elegans, GLC-
3 est exprimé dans l’interneurone AIY, dont 
les sorties suppriment la fréquence de 
changement de direction durant la 
locomotion. Le glutamate libéré par les 
neurones sensoriels AWC ou AFD va 
activer les GluCls contenant GLC-3, 
inhibant AIY et augmentant ainsi la 
fréquence des changements de direction. 
AWC est un neurone « odeur off » inhibé 
par la présence d’odeur volatile, donc 
normalement il libèrera du glutamate et 
favorisera le comportement de changement 
de direction. En présence d’odeur, la 
libération de glutamate est empêchée et le 
GluCl sur AIY ne sera pas activé, donc les 
changements de direction seront inhibés et 
le ver aura tendance à se tourner vers la 
source d’odeur. AFD est activé par la 
température pour libérer du glutamate ; 
dans ce cas, une augmentation de la 
température provoquera une inhibition 
d’AIY par les GluCls et ainsi le ver aura 








1996). Ils furent d’abord décrits sous l’appellation « récepteurs H », du fait de la phase 
d’hyperpolarisation induite par l’application de glutamate. Cette phase caractérisée par 
une conductance accrue aux ions chlorures, a été identifiée par des expériences de 
patch-clamp sur le muscle de criquet (Dudel et al. 1989). Suite à cela, d’autres espèces 
d’insectes ont été utilisées pour identifier ces récepteurs, comme la drosophile ou la 
blatte (Delgado et al. 1989, Wafford & Sattelle 1989).  
 
Expression 
L’identification du gène codant pour des sous-unités GluCls chez la drosophile (Cully et 
al. 1996) a permis d’isoler des sous-unités orthologues chez plusieurs espèces 
d’insectes. En se basant sur cette séquence initiale de DmGluClα, les comparaisons de 
séquences ont révélé de fort de taux d’identité : 97% avec MdGluClα de la mouche Musca 
domestica (Eguchi et al. 2006), 83% avec Tribolium castaneum (Jones & Sattelle 2007), 
83% avec la guêpe parasitaire Nasonia vitripennis (Jones et al. 2010), 82,2% avec le 
criquet Locusta migratoria (Janssen et al. 2007), et enfin 80% avec l’abeille Apis mellifera 
(Jones & Sattelle 2006). Jusqu’à maintenant, et à la différence des nématodes, seules sont 
exprimées des sous-unités α et aucune sous-unité β n’a été identifiée chez les insectes. 
 
Localisation et Fonctions 
Ces récepteurs GluCls sont également exprimés au niveau des neurones, notamment les 
neurones dorsal unpaired median (DUM) de criquet et de blatte (Janssen et al 2007, 
Washio 2002). Comme ces neurones innervent, entre autres, les muscles des ailes et des 
pattes, les récepteurs GluCls influencent probablement le contrôle du vol et de la marche 
chez ces insectes. Chez la blatte Diploptera punctata, les récepteurs GluCls interviennent 
dans la régulation de la biosynthèse d’hormone juvénile dans les corpara allata (Liu et 
al. 2005). Cette hormone est essentielle dans la métamorphose des insectes, ce qui peut 
laisser penser que les récepteurs GluCls affectent le développement. Chez Drosophila 
melanogaster, les récepteurs GluCls sont fortement exprimés dans le système nerveux 
central, dans les neurones latéraux larvaires où ils véhiculent les comportements 






neurons (LNvs) dans le cerveau adulte contrôlant le repos et l’éveil, où ils reçoivent des 
influx des neurones-horloges dorsaux, DN1s (McCarthy et al. 2011). La voie proposée par 
laquelle les récepteurs GluCls inhibent le comportement d’évitement de lumière chez la 
mouche est montrée en Figure 10. 
 
Concernant l’abeille Apis mellifera, la caractérisation fonctionnelle des récepteurs GluCls 
a été réalisée dans notre équipe, par Hicham El Hassani au cours de son travail de thèse. 
En se basant sur les travaux de pharmacologie d’une part (Barbara et al. 2005) et sur les 
études des effets de pesticides à doses sub-létales d’autre part (El Hassani et al. 2005, 
Aliouane et al. 2009), il est parvenu à démontrer l’implication des récepteurs GluCls 
dans la mémoire olfactive, et plus particulièrement dans la voie du rappel du stimulus 
conditionné. Pour cela, il a d’abord choisi des outils pharmacologiques ciblant les 
récepteurs GluCls et la transmission glutamate – IVM, fipronil et L-trans-PDC (El Hassani 





Figure 10.  Rôle des GluCls dans 
la transmission des influx 
sensoriels chez les Insectes, à 
partir des travaux de McCarthy et 
al. 2011 et Collins et al. 2012. Chez 
la drosophile, la protéine GluClα est 
exprimée dans les neurones LNvS, 
qui véhicule l’information du 
comportement d’évitement de la 
lumière. Ceci est entraîné par la 
libération, induite par la lumière, 
d’acétylcholine au niveau du 
système visuel. Tôt dans la 
journée, les neurones-horloges 
dorsaux, DN1S, ne vont pas libérer 
de glutamate et l’acétylcholine 
(ACh) entraîne le comportement 
d’évitement de lumière. Au 
crépuscule, une augmentation de 
l’activité des gènes-horloges aboutit 
à une libération de glutamate 
depuis les DN1S, qui activent les 
GluCls des LNvS et inhibent 
l’évitement de la lumière. (Adapté 







Cependant, son travail s’est effectué sur toutes les sous-unités GluCls, sans distinction. 
En effet, peu après le séquençage du génome de l’abeille (Honeybee Genome Consortium 
2006), des travaux sur la superfamille des récepteurs cys-loop d’abeille ont permis de 
caractériser non seulement les gènes appartenant à cette famille, mais aussi tous les 
produits d’épissage alternatif issus de ces gènes. Ainsi, un seul gène amel_glucl a été 
caractérisé, dont sont issus deux ARNm et donc deux sous-unités Amel_GluCl différentes 
(Jones & Sattelle 2006). Cela va dans le sens de l’observation faite par Guillaume 
Barbara, à savoir deux courants GluCls aux caractéristiques différentes (Barbara et al. 
2005), qui appuient l’existence de deux récepteurs différents.  C’est dans cette optique 
que mon travail de thèse a débuté. De la pharmacologie du GluCl commun, relativement 
bien caractérisée, nous nous sommes engagés dans la voie du moléculaire avec les 
variants d’épissage GluCls, dont nous ne savions rien – ou si peu. 
 
1.3. Hypothèses de travail 
Une des premières hypothèses serait que chaque variant va constituer un récepteur 
homomérique (cinq sous-unités identiques) pour aboutir à deux récepteurs différents. 
Cela permettrait d’expliquer les différences de profils électrophysiologiques. 
Mais avant cela, il faut d’abord savoir si les variants sont exprimés à travers tout le 
cerveau, que ce soit au niveau des ARNm que des protéines, et où dans le cerveau. Les 
variants ont été caractérisés à partir d’extraction d’ARN de cerveaux entiers (Jones & 
Sattelle 2006), et l’enregistrement des courants GluCls s’est fait sur des cellules de lobes 
antennaires (Barbara et al. 2005). Si l’on ajoute à cela le rôle du GluCl dans le rappel de 
la mémoire olfactive, il est raisonnable de penser que les variants se trouvent sur la voie 
de l’apprentissage olfactif et dans les structures qui la sous-tendent.  Une deuxième 
hypothèse serait donc que les variants se trouvent dans les lobes antennaires et dans les 
corps pédonculés (notamment les calices et le lobe vertical). De par leur nature, les 
récepteurs GluCls sont impliqués dans la neurotransmission inhibitrice (El Hassani et al. 
2008). Et la neurotransmission inhibitrice a été caractérisée au niveau des 
interneurones présents dans ces structures (Abel et al. 2001, Bicker et al. 1985, 
Grünewald et al. 1999b). Donc un corollaire à cette hypothèse serait de proposer que les 






été décrits dans d’autres structures, comme le complexe central ou les lobes optiques 
(Homberg 1985, Guy et al. 1979), la présence de récepteurs GluCls dans ces structures 
n’est pas à exclure. 
 
Un autre point à aborder est la fonctionnalité de ces variants. S’ils sont réellement 
exprimés à la membrane, dans quels processus interviennent-ils ? A travers différentes 
espèces, les récepteurs GluCls ont été caractérisés dans divers comportements, tels que 
la recherche de nourriture, le contrôle de l’état veille/sommeil ou le rappel de 
l’information olfactive renforcée (Chalasani et al. 2007, McCarthy et al. 2011, El Hassani 
et al. 2012). Selon Adrian Wolstenholme (2012), les récepteurs GluCls peuvent être 
divisés en trois larges gammes de fonctions : contrôle/modulation de la locomotion ; 
régulation de l’alimentation ; transmission des influx sensoriels. Dans le cas des 
récepteurs GluCls d’abeille, il semble se ranger dans la dernière catégorie. 
 
Mais jusqu’à maintenant, aucune étude des récepteurs GluCls ne s’est attachée à 
caractériser des variants issus d’épissage alternatifs. La différence entre les deux 
variants est minime par rapport à la taille de la protéine. Cette différence moléculaire 
est-elle suffisante pour aboutir à une différence de fonction ? Il a été démontré chez 
l’abeille que différents variants/isoformes pouvaient être corrélés à différents processus 
comportementaux. Par exemple, l’expression différentielle des variants d’épissage de 
PTEN (Phosphatase and TENsin) dans différents tissus aboutit à un phénotype social 
différent ; dans ce cas, nourrices ou butineuses (Mutti et al. 2011). Autre exemple, la 
répression d’un seul exon d’un homologue du gène gemini – un facteur de transcription 
régulant la stérilité des ouvrières – est suffisante pour changer une abeille ouvrière 
stérile en une abeille « parasite » avec des ovaires fonctionnels (Jarosch et al. 2011). 
Dans ce dernier exemple, comme le souligne les auteurs, « le retrait de neuf nucléotides 
du génome serait suffisant pour induire ce changement de comportement ». Cela peut 
signifier qu’une différence, aussi minime soit-elle, peut toujours être révélée. Mais pour 
cela, il faut employer les bonnes méthodes de détection. Dans ces deux derniers 







1.4. Interférence ARN 
Depuis sa découverte dans les années 1990, la technique d’interférence induite par ARN 
(terme défini par Rocheleau et al. 1997) a été extensivement utilisée comme outil de 
recherche dans le contrôle d’expression de gènes spécifiques dans de nombreux 
organismes. Cette technique a également permis de développer de nouvelles stratégies 
thérapeutiques chez l’homme, malgré quelques problèmes de non-spécificité (Aigner 
2006, Jackson & Linsley 2010). Sa véritable description débute avec les travaux menés 
sur le nématode Caenorhadbitis elegans (Fire et al. 1998), qui a d’ailleurs valu à Andrew 
Fire et Craig Mello le Prix Nobel de Médecine 2006. 
 
1.4.1. Bref historique et Mécanisme d’action 
Le mécanisme d’interférence ARN est un phénomène naturel largement répandu et 
présent dans différents règnes du vivant (animaux, plantes, fungi). Dès le début des 
années 1990, des travaux de transgénèse menés sur des pétunias, dans le but de 
renforcer leur couleur, aboutissent au contraire à un défaut de pigmentation des fleurs 
(Napoli et al. 1990). Le transgène introduit ne s’exprimait pas et semblait même exercer 
une inhibition sur le locus du gène ciblé. Ce n’est que plus tard que ce phénomène, alors 
décrit sous le nom de « co-suppression », fut rapproché de l’interférence ARN du fait 
qu’il en utilise la même machinerie, notamment par l’intermédiaire d’ARN double-brin – 
double-stranded RNA en anglais (dsRNA ; pour revue, voir Hannon 2002).  
En se basant sur des travaux de Guo et Kemphues (1995), Fire et collaborateurs 
cherchent à déterminer l’effet synergique de molécules d’ARN sens et antisens sur 
l’inhibition d’expression d’un gène. Les deux ARN sens et antisens appliqués ensemble 
produisirent un effet au moins dix fois plus important que les molécules d’ARN sens ou 
antisens appliquées seules (Fire et al. 1998). Il fut montré que les deux ARN 
s’hybridaient sous forme de dsRNA. Un autre effet était la perte de l’ARNm ciblé. Peu de 
temps après, il fut déterminé que de courts ARN double-brin d’une vingtaine de 
nucléotides – small-interfering RNA en anglais (siRNA) – résultaient du clivage des 
dsRNA par l’enzyme Dicer et représentaient les véritables effecteurs6 de 
                                                             
6 Mello et Conte (2004) soulignent la différence fonctionnelle entre dsRNA et siRNA dans l’interférence ARN : le 






l’interférence (Bernstein et al. 2001, Elbashir et al. 2001, Zamore et al. 2000). Cette 
enzyme Dicer fait partie d’un complexe multi-protéique appelé RISC (RNA-Induced 
Silencing Complex), qui prend en charge le siRNA (Hammond et al. 2000) et le dirige vers 
l’ARNm ciblé par l’intermédiaire du brin antisens du siRNA, appelé brin « guide ». Une 
fois ciblé, l’ARNm est clivé par l’enzyme Argonaute, une autre enzyme du complexe RISC 
(Liu et al. 2004). Une fois clivé, l’ARNm est alors dégradé et l’expression sous-jacente de 
la protéine est inhibée (Figure 11). 
 
Figure 11. Principe de l’interférence ARN. 
 
Ce mécanisme a été décrit dans le cas d’administration de dsRNA ou siRNA exogènes, 






les micro-ARN (miRNA), de courts ARN non-codants produits par le génome. A la 
différence des siRNA qui aboutissent à la dégradation complète des ARNm du gène ciblé, 
les miRNA régulent l’expression des gènes par inhibition de la transcription et de la 
traduction (pour revue, voir Rana 2007). 
Les différentes étapes qui ont mené à une compréhension relativement complète de ce 
processus ont été rapportées chez différents organismes, notamment Caenorhabditis 
elegans, Drosophila melanogaster, et Homo sapiens (Fire et al. 1998, Zamore et al. 2000, 
Elbashir et al. 2001), aussi bien par des études in vitro qu’in vivo. A partir d’ici, nous nous 
concentrerons principalement sur la technique d’interférence ARN (par siRNA ou 
dsRNA) chez les insectes. 
 
1.4.2. Interférence ARN chez l’insecte, et notamment l’abeille 
La technique d’interférence ARN permet d’engendrer des phénotypes « perte-de-
fonction » par simple dégradation du transcrit d’intérêt. Pour un organisme 
génétiquement modifiable comme Drosophila, la molécule interférente peut être 
produite par l’organisme directement, après insertion et expression d’un transgène 
(Kennerdell & Carthew 2000). Pour un organisme où l’application de la génétique 
mutationnelle est infaisable, telle l’abeille, une approche plus directe par injection ou 
ingestion est privilégiée. Dans le cas d’embryon, il est également faisable de les 
immerger dans une solution contenant le traitement interférent. 
Ainsi, plusieurs gènes impliqués dans différentes fonctions ont pu être étudiés chez 
divers insectes, couvrant plusieurs domaines de recherches, notamment l’étude du 
développement embryonnaire et post-embryonnaire, différents comportements – 
reproducteurs, alimentaires, ou reliés aux rythmes circadiens – et les voies de 
biosynthèse associées, mais également l’étude des phénomènes de résistance contre des 
pesticides et insecticides (pour revue, voir Bellés 2010).  
Néanmoins, les différentes espèces d’insectes étudiées n’ont pas la même sensibilité à 
l’interférence ARN in vivo et font preuve d’une certaine hétérogénéité (Tomoyasu et al. 
2008, Bellés 2010). Par exemple, la larve de drosophile est peu sensible, comme pour 






De même, certaines caractéristiques inhérentes à l’interférence ARN décrite pour 
Caenorhabditis elegans ne sont pas tout le temps retrouvées chez les insectes. Par 
exemple, l’interférence peut se transmettre à la descendance, via la lignée germinale et 
par l’intermédiaire d’une enzyme polymérase, RdRP (May & Plasterk 2005) ; les insectes 
ne possèdent pas d’homologue de cette enzyme (Tomoyasu et al. 2008). De même pour 
Sid-1, gène codant pour une protéine transmembranaire responsable des propriétés 
systémiques de l’interférence ARN chez Caenorhabditis elegans (Winston et al. 2002), 
dont peu d’insectes possèdent un homologue, voire même pas du tout pour certains 
Diptères modèles (Huvenne & Smagghe 2010). 
L’abeille possède un homologue de la protéine SID-1, nécessaire pour le passage des 
dsRNA en intracellulaire (Aronstein et al. 2006). Les premières études à faire usage de 
l’interférence ARN chez l’abeille ont été réalisées avec des dsRNA, que ce soit par 
injection dans l’embryon ou injection intra-abdominale chez l’adulte (Beye et al. 2002, 
Amdam et al. 2003). Cependant, l’utilisation de dsRNA pose la question de la spécificité 
vis-à-vis de l’ARNm ciblé. Comme expliqué auparavant, le dsRNA est pris en charge par 
le complexe RISC, et dégradé en fragments d’une vingtaine de nucléotides. Parmi ces 
fragments, certains peuvent ne pas être spécifiques d’un seul ARNm. Prenons l’exemple 
d’une séquence qui code pour un domaine transmembranaire d’un canal ionique et qui 
est relativement conservée dans toute la famille de ce canal. Ainsi, la conception du 
dsRNA doit éviter de couvrir une partie de cette séquence, sous peine de réprimer non 
pas une seule protéine, mais bien l’ensemble de la famille à laquelle appartient la 
protéine. Dans ce sens, deux études mettent en avant les effets non-ciblés des dsRNA 
chez l’abeille, que ce soit pour des dsRNA spécifiques (Jarosch & Moritz 2012) ou des 
dsRNA témoins, en l’occurrence dsRNA-GFP, qui ne ciblent a priori aucun ARNm dans le 
génome de l’abeille (Nunes et al. 2013). Les deux études préconisent alors d’être 
prudents dans la conception des dsRNA et de leurs témoins, ou alternativement, 
d’utiliser des siRNA plus spécifiques.  
Une des premières études utilisant des siRNA (en parallèle avec des dsRNA) chez 
l’abeille a permis d’étudier le rôle de l’enzyme Dnmt-3, impliquée dans la méthylation de 
l’ADN. Ainsi, il a été montré que des larves fraîchement écloses traitées au siRNA contre 
Dnmt-3 émergeaient en tant que reines avec des ovaires totalement développés 






les rôles de différents récepteurs au glutamate ont été étudiés dans la mémoire olfactive 
chez l’abeille. Tout d’abord, la sous-unité NR1 du récepteur NMDA dont la perturbation 
ponctuelle affecte la formation de la mémoire olfactive (Müßig et al. 2010). 
Dernièrement, notre équipe de recherche a caractérisé le rôle des récepteurs GluCls 
dans le phénomène de rappel (El Hassani et al. 2012). Il est à noter que la première 
étude sur la modulation de la mémoire olfactive de l’abeille, par interférence ARN, 
portait sur un récepteur à l’octopamine, AmOAR (Farooqui et al. 2003). Le résultat 
principal montrait une participation de ce récepteur dans l’acquisition et le rappel, mais 
pas dans la discrimination olfactive. Un autre fait intéressant était discuté : l’action de 
l’interférence ARN une fois dans l’organisme, via dsRNA, semblait permanente. Au 
contraire, l’action des siRNA dans les travaux précédemment cités (Müßig et al. 2010, El 
Hassani et al. 2012) sont transitoires7. Cette action transitoire du siRNA a également été 
confirmée dans notre équipe, sur une sous-unité d’un autre récepteur, la sous-unité α8 
du récepteur nAChR (Louis et al. 2012).  Cette action transitoire permet, entre autres, 
d’évaluer la fenêtre d’action du siRNA et le temps de renouvellement de la protéine. 
 
                                                             
7 Cette ambivalence « dsRNA = effet permanent / siRNA = effet transitoire » a été abordée dès les premières 
études sur l’interférence ARN (Hannon et al. 2002). La spécificité des dsRNA y était déjà discutée et l’action 






1.5. Objectifs de la thèse 
Le but de ce travail de thèse est de préciser la localisation de chaque variant Amel_GluCl 
dans le cerveau d’abeille, et de s’intéresser à la part de chacun dans les processus 
d’apprentissage et de mémoire olfactive chez l’abeille. De précédentes études nous ont 
déjà donné des indications sur la présence de récepteurs GluCls dans le cerveau 
(Barbara et al. 2005, Jones et Sattelle 2006), et leur implication globale dans le rappel (El 
Hassani et al. 2012).  
Dans un premier temps, par l’intermédiaire d’outils spécifiques à chaque variant – 
primers PCR, sondes et anticorps – nous avons caractérisé l’expression et la localisation 
de chaque variant, au niveau des ARNm et des protéines, et nous avons pu dresser une 
carte précise pour chacun des variants. 
Dans un deuxième temps, par l’intermédiaire de siRNA spécifiques de chaque variant, 
nous avons modulé l’expression de chaque sous-unité – contrôlée avec chaque anticorps 
– et nous avons évalué l’effet de chaque répression sur les processus d’apprentissage et 







Matériels et Méthodes 
 
2.1. Recherche Préliminaire – Approche Bio-Informatique 
Nous avons d’abord cherché à déterminer, au niveau des ARNm et des protéines, quelles 
parties de séquences des variants Amel_GluCl étaient non seulement distinctes entre 
elles, mais aussi distinctes des séquences d’autres canaux de la même famille (i.e. 
appartenant aux LGIC).  
A l’aide de logiciels tels que ClustalX2 et GeneDoc, nous avons aligné les séquences des 
ARNm d’une part, et les séquences des protéines d’autre part. Ceci a permis d’identifier 
les régions d’intérêt et ainsi de produire des outils spécifiques de chaque variant, pour 
les différentes expériences : amorces (RT-PCR), sondes (hybridation in situ), siRNA 
(comportement et biochimie), et anticorps (immunohistochimie et biochimie). 
 
2.1.1. Alignement des séquences ARNm 
Pour réaliser cet alignement, nous avons utilisé les séquences des deux variants GluCl 
d’abeille (Amel_GluCl A : NM_001077809.1 – Amel_GluCl B : DQ667185.1) provenant du 
gène amel_glucl (GB11639 ; Jones & Sattelle 2006). Nous avons comparé ces séquences à 
d’autres séquences de sous-unités relativement proches, les sous-unités du récepteur 
GABA-chlore d’abeille – Rdl, LCCH3 et Grd – pour localiser les parties de séquences 
différentes entre les deux variants GluCls et différentes des sous-unités LGIC. 
 
2.1.1.1. Détermination des amorces pour PCR (et des sondes pour HIS) 
Sur les 1344 bases qui constituent les séquences ARNm des deux variants Amel_GluCl, 
seules 20 bases sont différentes, entre les positions 174 et 231, que j’appellerai 
désormais « partie variable ». A noter que ces différences de bases sont exclusivement 
situées au niveau de l’exon 3 (Figure 12). De ce fait, une partie des amorces utilisées 





pour les PCR se situe dans cette portion. Nous avons conçu des amorces au niveau du 
codon start (ATG) et à la fin de la séquence (codon stop) pour obtenir la séquence 
codante complète, ainsi que des amorces intermédiaires en milieu de séquence 
(positions 583-602) et proche de la partie variable (positions 270-288). Toutes les 
amorces situées avant la partie variable sont en sens direct ; toutes celles situées après 
sont en sens opposé.  
 
 
Figure 12. Représentation schématique des ARNm Amel_GluCl A & B. Les deux séquences 
possèdent le même nombre de bases (1344), le même nombre d’exons (10), et ne diffèrent que sur 
une vingtaine de bases au niveau de l’exon 3. Le variant Amel_GluCl A est représenté en jaune, le 
variant Amel_GluCl B en bleu. Ce code-couleur servira tout au long de ce manuscrit. 
 
Concernant l’hybridation in situ, nous avons réalisé nos expériences de marquage avec 
les sondes synthétisées par Hicham El Hassani lors de son séjour à Berlin (Thèse 
d’Hicham El Hassani, 2009). Ces sondes se situent entre les positions 661–681 (sonde 
directe SP6) et les positions 934–957 (sonde inverse T7).  Le résultat de ces expériences 
a été intégré dans le premier article concernant le rôle de GluCl dans la mémoire 
olfactive de l’abeille (El Hassani et al. 2012). À noter que ces sondes sont situées en 
dehors de la partie variable, et donc s’hybrident avec les deux variants. Par manque de 
temps, nous n’avons pas pu développer de sonde spécifique de chaque variant.  
Cependant, pour des raisons techniques, les sondes doivent être constituées de 14 ou 15 
bases au minimum, et séparées de 200 à 300 bases au minimum. Sur les séquences ARN 
des variants, il n’y a pas de séquence de 300 bases consécutives suffisamment 
différentes entre les deux variants pour permettre une hybridation spécifique. Bien que 
cette expérience n’ait pas pu être réalisée, l’immunohistochimie a permis de combler ce 
manque. 
 





2.1.1.2. Détermination des siRNA spécifiques 
Les séquences des siRNA ont été conçues et produites par Sigma-Aldrich. La séquence 
ciblée par les siRNAs code pour une région située avant la boucle cystéine, dans la région 
extracellulaire C-terminale. C’est la seule portion où les sous-unités Amel_GluCl A 
(GenBank : NM_001077809.1) et Amel_GluCl B (GenBank : DQ667185.1) sont différentes 
entre elles, et ne croisent pas avec les séquences d’autres ARNm de la même famille 
(Figure 13). 
Variant (ARN) siRNA (sens direct) siRNA (sens indirect) 
Amel_GluCl A 5’-AUGACGUUACUAUGGAAUAdTdT-3’ 5’-UAUUCCAUAGUAACGUCAUdTdT-3’ 
Amel_GluCl B 5’-GCGACAAUUAGUGACAUCAdTdT-3’ 5’-UGAUGUCACUAAUUGUCGCdTdT-3’ 
Témoin siRNA (sens direct) siRNA (sens indirect) 
CAT 5’-GAUUUAAACGUGGCCAAUAdTdT-3’ 5’-UAUUGGCCACGUUUAAAUCdTdT-3’ 
 
 
Figure 13. Alignement de séquences ARNm provenant de la même superfamille de récepteurs, les 
cys-loop LGIC. Les séquences sont alignées sur l’exon 3 des variants Amel_GluCls. Les bases 
soulignées représentent les parties de séquences ciblées par les siRNA spécifiques de chaque 
variant. La totalité de l’alignement est disponible en annexe (figure annexe A2). 
 
Ces siRNAs ont été utilisés à la fois pour les expériences de biochimie et de 
comportement. Les groupes témoins ont été injectés avec un siRNA ciblant la séquence 
ARN d’une enzyme bactérienne, la chloramphénicol acétyltransférase (CAT), qui n’est 
pas présente dans le génome de l’abeille. Ce siRNA a, dès lors, été utilisé comme témoin 
négatif.  
Les siRNA sont dilués dans une solution de tampon de phosphate saline (PBS, 
Euromedex) et la concentration finale est de 600ng/µl pour chaque siRNA. Un volume 
fixe de 260nl est injecté dans le tractus ocellaire en utilisant un micro-injecteur (WPI 
PV820 Pneumatic PicoPump). 





2.1.2. Alignement des séquences protéiques 
Pour cet alignement, nous avons utilisé cette fois-ci les séquences protéiques des deux 
variants GluCl d’abeille (Amel_GluCl A : NP_001071277.1 – Amel_GluCl B : ABG75737.1). 
Dans la même logique, nous avons comparé ces séquences à d’autres séquences de sous-
unités relativement proches, les sous-unités du récepteurs GABA d’abeille – Rdl, LCCH3 
et Grd – ainsi qu’à d’autres sous-unités GluCls d’invertébrés, notamment Caenorhabditis 
elegans et Drosophila melanogaster (Figure 14). Ces séquences ont été utilisées car elles 
ont déjà été décrites et référencées. En annexe, pour une comparaison plus poussée, j’ai 
également inclus des séquences prédites d’autres organismes plus proches de l’abeille, 




Figure 14. Alignement de séquences protéiques. (A) Comparaison de séquences provenant de la 
même superfamille de récepteurs, les cys-loop LGIC. (B) Comparaison de séquences GluCls de trois 
espèces invertébrées, Am = Apis mellifera, Dmel = Drosophila melanogaster, Cele = Caenorhabditis 
elegans. Le fragment de séquence entouré en rouge est le site antigénique choisi pour différencier les 
variants Amel_GluCls. La totalité de l’alignement est disponible en annexe (figure annexe A3). 
 
 
2.1.2.1. Détermination des séquences antigéniques 
Sur les 447 acides aminés qui constituent la séquence des protéines Amel_GluCl, seuls 
sept sont différents entre les deux variants, entre les positions 60 et 77. Cette portion de 
séquence est située du côté N-terminal extracellulaire de la protéine, avant la boucle 





cystéine (Figure 15). Pour concevoir l’anticorps, nous n’avons eu d’autres choix que 
d’utiliser la séquence peptidique présentant le plus de différence entre les deux variants, 
c’est-à-dire entre les positions 71 et 77. Cette portion reste relativement différente des 
autres protéines appartenant la famille des LGIC (Figure 14). 
 
 
Figure 15. Séquence peptidique des variants Amel_GluCls. Les acides aminés qui diffèrent entre les 
deux protéines sont signalés en jaune (Amel_GluCl A) et en bleu (Amel_GluCl B). Le fragment de 
séquence ciblé par les anticorps spécifiques de chaque variant est encadré en rouge. Les domaines 
transmembranaires (TM1-4) sont indiqués ; en orange est représenté le TM2 qui constitue le pore du 
canal. La boucle cystéine – ou pont disulfure – caractéristique des protéines appartenant à la 
superfamille des LGIC, est indiquée en vert entre les positions 160 et 174. A noter la présence d’une 
seconde boucle cystéine, proche du TM1, qui est uniquement présente dans les protéines GluCl, 
HisCl, et pHCl ; elle serait importante pour la liaison du ligand (Jones & Sattelle 2006, 2008). 
 
Les anticorps anti-GluCls sont produits chez le lapin (Millegen, France) et sont dirigés 
contre les séquences les plus différentes des parties variables, comme soulignées en 
rouge ci-dessous.  
Variant (protéine) Numéro d’accession Partie variable 
Amel_GluCl A NP_001071277.1 VVRVNIFVRSISKIDDVT 
Amel_GluCl B ABG75737.1 IVRVNLFVRSIATISDIK 
 





2.2. Biologie Moléculaire 
2.2.1. Protocole RT-PCR 
Les cerveaux entiers ou les structures de cerveaux – lobes antennaires, corps 
pédonculés ou lobes optiques – sont disséqués à 4°C dans une solution tampon 
(phosphate buffer saline, PBS), puis congelés dans l’azote liquide avant extraction d’ARN, 
celle-ci étant réalisée à l’aide du RNeasy mini kit (Qiagen).  
Pour détecter et amplifier les ARNm des variants GluCl, une transcription inverse 
(reverse transcription, RT) est réalisée en utilisant le kit Fermentas, avec des oligo dT. La 
réaction de polymérisation en chaine (polymerase chain reaction, PCR) est effectuée avec 
les primers indiqués dans le Tableau Primers.  
Les ADNc produits par RT sont ensuite utilisés comme base pour l’amplification par PCR. 
Les ADNc sont ajoutés dans une solution contenant de l’eau-DEPC, une solution tampon 
Taq, des dNTPs, des primers (cf. Tableau 4) et la polymérase DreamTaq (Fermentas).  
 




1  5’-ATGTGGCCTGGAGTATTGAAG-3’  5’-GTAACGTCATCTATTTTTGAG-3’  230 pb Variant A 
2  5’-ATGTGGCCTGGAGTATTGAAG-3’  5’-TGATGTCACTAATTGTCGCA-3’  230 pb Variant B 
3  5’-ATAGATGACGTTACTATGGA-3’  5’-ACAACTTGGACAGGATCTCC-3’  390 pb Variant A 
4  5’-TGCGACAATTAGTGACATCA-3’  5’-ACAACTTGGACAGGATCTCC-3’  390 pb Variant B 
 
Tableau 4. Primers utilisés pour les PCR et les séquençages. 
 
 
Une première étape de 10 minutes à 94°C permet la dénaturation des duplex ARN/ADN 
nouvellement synthétisés. Les mix sont alors soumis à 36 cycles d’amplification (30 
secondes à 94°C, 30 secondes à 56°C, 1 mn 30 à 72°C), suivis d’une étape finale 
d’élongation de 10 minutes à 72°C (C1000, BioRad). 
Les produits PCR sont ensuite détectés par migration sur gel d’agarose et révélés par UV 
(GelDoc XR, BioRad). Suite à cela, si nécessaire, les différentes bandes d’intérêt sont 
découpées à même le gel. S’ensuit alors une procédure visant à séparer l’agarose des 
échantillons par incubation dans différentes solutions-tampon, et ainsi récupérer les 
fragments PCR (Gel Extraction kit, Fermentas). Les échantillons sont ensuite envoyés à 
séquencer (Millegen, France). 





2.2.2. Hybridation in situ 
Cette expérience a pour but de localiser des ARNm ciblés par des sondes spécifiques au 
sein d’un tissu ; ici, sur coupe de cerveau d’abeille. Ce protocole se déroule sur trois 
jours, et comprend une dizaine d’étapes. 
 
Des sondes marquées à la digoxigénine (DIG) sont synthétisées à partir de l’ARNm 
GluClα et modifiées avec les amorces suivantes :  
SP6 : 5’-AGCTATTTAGGTGACACTATAGAGCAAGACGAATACTGGAGAG-3’ 
T7 : 5’-ATTGTAATACGACTCACTATAGGGGAGAGCGCCGAATACAAAGGTCAA-3’ 
Ces séquences constituent les sondes sens (SP6, sens direct) et anti-sens (T7, sens 
inverse). 
 
Les cerveaux d’abeilles sont disséqués à froid (4°C) dans du PBS contenant 4% de 
paraformaldéhyde (PFA), puis fixés toute une nuit dans cette solution. Les cerveaux sont 
ensuite rincés avec du PBS, et transférés dans une solution de PBS contenant 15% de 
sucrose (poids/volume) pendant 8h, puis 30% de sucrose (poids/volume) toute la nuit. 
Le sucrose en forte concentration pénètre dans les cellules et remplace partiellement 
l’eau contenue dans celles-ci : il agit comme cryoprotectant. Ainsi, au moment de la 
congélation des tissus, les cellules sont protégées. Sans cela, il y aurait formation de 
cristaux de glace dans les cellules, ce qui les fragiliserait grandement et compromettrait 
le résultat final. 
Les cerveaux sont ensuite recouverts de TissueTek (Sakura, Japon) et congelés dans 
l’isopentane à -60°C (soit sur carboglace, soit dans des vapeurs d’azote liquide), et 
replacés pendant 24h minimum à -80°C.  
Le lendemain, les cerveaux sont coupés au cryostat (Leica 3050S, Allemagne) à une 
épaisseur de coupe de 20µm. Des coupes adjacentes d’un même cerveau sont placées sur 
deux lames de verre. Les lames sont mises à sécher à température ambiante, pendant 4h 
minimum. 





Les coupes subissent ensuite une série de rinçages au PBS seul et au PBS contenant 0,1% 
de Triton X-100 (PBS-Tr) puis incubées avec de la protéinase K (20µg/ml), pendant 
15mn à température ambiante. La réaction est stoppée par application de glycine sur les 
lames, pendant 5mn. Ces deux étapes permettent d’optimiser la pénétration des sondes 
en perméabilisant les membranes. 
Après une autre série de rinçages au PBS-Tr, les coupes sont fixées au PFA 4% pendant 
15mn, sous hotte ventilée. Suite à une dernière série de rinçages au PBS-Tr, puis une 
pré-incubation dans le tampon d’hybridation à 52°C pendant 3h, les sondes couplées à la 
DIG (préalablement dénaturées à 85°C) sont hybridées avec les coupes à 52°C durant 
toute une nuit. 
Le lendemain, les lames subissent plusieurs rinçages au SSC en concentration 
décroissante, puis rincées au PBS et incubées avec une solution de PBS contenant 10% 
de sérum de chèvre (NGS, Millipore, France). 
Les coupes sont ensuite incubées pendant 90mn avec un anticorps anti-DIG couplé à une 
phosphatase alcaline (Roche, France). La révélation des sites d’hybridation s’effectue par 
ajout de substrats de la phosphatase alcaline, le NBT (4-nitro bleu tétrazolium chlorure) 
et le BCIP (5-bromo-4chloro-3indolyl phosphate). La réaction enzymatique produit une 
coloration bleue-violacée. Ainsi les sites hybridés par la sonde et détectés par l’anticorps 
apparaissent sur les coupes de cerveau. La coloration peut être visible à l’œil nu. Après 
arrêt de la réaction, suffisamment  tôt pour éviter la saturation, les coupes sont montées 
entre lame et lamelle, à l’aide de Mowiol. 
 
2.2.3. Immunohistochimie 
Cette expérience a pour but de localiser des protéines ciblées par des anticorps 
spécifiques sur coupe de cerveau d’abeille. Ce protocole se déroule sur trois jours, 
comprend entre sept et huit étapes et peut s’effectuer selon deux modes de révélation. 
Comme précédemment, les cerveaux sont disséqués à froid (4°C) dans du PBS contenant 
4% de PFA, mais fixés dans cette solution pendant trois heures uniquement. Pour l’étape 
de cryoprotection, les cerveaux sont transférés dans une solution de PBS contenant 15% 





de sucrose (poids/volume) pendant 4h, puis 30% de sucrose (poids/volume) toute la 
nuit.  
Les cerveaux sont ensuite recouverts de TissueTek et congelés dans l’isopentane à -60°C, 
puis coupés au cryostat à une épaisseur de coupe de 25µm. Des coupes adjacentes d’un 
même cerveau sont placées sur deux lames de verre. Les lames sont ensuite laissées à 
4°C toute la nuit.  
Le lendemain, les coupes subissent une première série de rinçages au PBS-Tr puis 
incubées dans du PBS-Tr contenant 10% de NGS et 1% d’albumine de sérum bovin 
(bovine serum albumin, BSA), pendant 1h à température ambiante. Cette étape de 
blocage permet de saturer tous les sites antigéniques présents sur les tissus. L’étape 
suivante est l’incubation avec l’anticorps primaire, où ce dernier reconnaît les épitopes 
antigéniques contre lesquels il est dirigé et se substitue au NGS/BSA. 
Les anticorps purifiés sont dilués (1:1000) dans une solution de PBS-Tr contenant 10% 
de NGS ; cette solution est appliquée sur les coupes pendant 2h. Les coupes subissent 
une autre série de rinçage au PBS, puis une étape de blocage avec une solution de PBS 
contenant 10% de NGS et 1% de BSA pendant 1h à température ambiante. 
A partir de ce point, selon l’anticorps secondaire utilisé, le protocole bascule vers l’un ou 
l’autre mode de révélation : 
- Révélation en visible 
Pour la révélation en visible, les coupes sont incubées pendant 1h dans une solution de 
PBS contenant 10% de NGS et un anticorps secondaire biotinylé (1:500).  
Après une série de rinçages au PBS, le kit ABC (Vectastain) est appliqué sur les coupes 
pendant 1h. Une autre série de rinçages au PBS puis deux brefs rinçages à l’eau plate 
sont effectués. Une solution contenant du DAB (SigmaFast, D2493) avec 0,3% de Nickel 
est appliquée sur les coupes ; la révélation dure une dizaine de minutes et est stoppée 
avec du PBS contenant 0,05% d’azide. La réaction enzymatique révèle une coloration en 
échelle de gris.  





Après déshydratation à l’éthanol, les coupes sont montées en Eukitt, entre lame et 
lamelle. Les coupes témoins subissent la même procédure, à l’exception de l’étape avec 
l’anticorps primaire. 
- Révélation en fluorescence 
Pour la révélation en fluorescence, les coupes sont incubées avec une solution de PBS 
contenant un anticorps TRITC (Sigma, réf.T6778) 1:100, et 10% de NGS pendant 1h30, 
puis rincées au PBS, et brièvement rincées à l’eau distillée et montées dans du Mowiol. 
Les lames sont conservées à 4°C toute la nuit avant observation. Le TRITC est une 
molécule contenant une rhodamine et dévoilant une fluorescence rouge, quand excité 
dans les UV. Sur certaines lames, nous avons également fait un marquage des noyaux par 
coloration Hoetscht. 
Les différentes coupes ont été observées avec un microscope optique (Olympus BX51) 
relié à une caméra digitale (Optronics) et à un ordinateur utilisant le logiciel Mercator 
v4.60 (Explora Nova Software). Pour les marquages fluorescents, les images présentées 
ont été inversées pour un meilleur contraste et une meilleure luminosité (Adobe 
Photoshop CS2) – cf. Chapitre 3, Figures 23 à 28. 
 
2.2.4. Western Blot 
Cette expérience permet de visualiser les protéines en fonction de leurs poids 
moléculaires, et de tester différentes conditions en même temps. Les protéines sont 
révélées par des anticorps spécifiques. Ce protocole se déroule sur trois jours et 
comprend sept étapes (extraction protéique, dosage, dénaturation, migration, transfert, 
anticorps et révélation). 
Les cerveaux d’abeilles sont disséqués à froid (4°C) dans du PBS puis congelés dans 
l’azote liquide avant extraction protéique. Les cerveaux sont broyés au potter et 
homogénéisés sur glace dans une solution tampon avec PBS et EDTA 0,2 mM. Les lysats 
sont centrifugés pendant 10 minutes à 4°C, 13200 rpm, puis stockés à -80°C. Les extraits 
de protéines sont dosés avec la méthode Bradford (Bradford, 1976) et dénaturés avec du 
tampon Laemmli (BioRad) 1:1, contenant du β-mercaptoéthanol, à 95°C pendant 5 
minutes.  





Dans chaque puits d’un gel à 12% d’acrylamide SDS-PAGE (BioRad, ref. 34077), 30 µg de 
protéines totales sont déposées. Après migration par électrophorèse, les protéines 
séparées sont transférées sur membranes de nitrocellulose et incubées toute la nuit à 
4°C, dans une solution tampon de PBS avec 0,1% de Tween-20 (PBS-Tw), contenant 5% 
de BSA.  
Les membranes sont ensuite coupées et incubées avec les anticorps purifiés (1:5000), le 
sérum immun ou préimmun (1:10000, chacun) dans une solution de PBS-Tw avec 1% de 
BSA, pendant 2h à température ambiante. Les anticorps anti-GluCls sont les mêmes que 
ceux utilisés lors du protocole d’immunohistochimie sur coupes. 
Après rinçages, un anticorps secondaire anti-IgG de lapin (1:10000), dans une solution 
de PBS-Tw avec 1% de BSA, est appliquée sur les membranes. Après une autre série de 
rinçages, la révélation s’effectue avec application du kit ECL (Thermos Scientific, 
Rockford, USA) sur les membranes de nitrocellulose. Après un bref séchage, les 
membranes sont révélées en chambre noire et le résultat est développé sur film 
photographique (Kodak). 
 
2.3. Comportement et Modulation par Interférence ARN 
2.3.1. Préparation des animaux 
Des abeilles butineuses (Apis mellifera) d’âge non-contrôlé ont été prélevées à l’entrée 
d’une ruche installée dans une pièce chauffée (25°C), de février jusqu’à fin septembre. 
Les abeilles sont ramenées au laboratoire et anesthésiées sur la glace pendant quelques 
minutes. Ainsi, les abeilles sont placées individuellement dans de petits tubes en 
plexiglas et fixées à l’aide d’une goutte de cire déposée sur le thorax. L’ocelle médian est 
percé pour permettre les injections de siRNA avec un capillaire en verre. 
 
2.3.2. Évaluation de l’effet des siRNA sur l’expression des protéines (Figure 16) 
Les cerveaux d’abeilles (au moins trois pour chaque échantillon) sont disséqués à 4°C à 
quatre délais (12h, 24h, 36h et 48h) après une unique injection de siGluA, siGluB ou 
siCAT.  





L’extraction de protéines et la procédure d’immunoblot est la même que celle décrite 





Figure 16. Protocole de biochimie pour évaluer la dynamique d’action des siRNA. En encart, 
photographie du dispositif d’injection. 
 
 
Les niveaux de protéines Amel_GluCl A et Amel_GluCl B ont été quantifiés relativement 
par rapport au niveau d’une protéine de référence, l’actine. Chaque membrane a été 
mise en présence d’un anticorps anti-actine (1:5000 ; Sigma, A-6778). Trois protéines 
immunoréactives pour Amel_GluCl ont été détectées à 52 kDa, 100 kDa et 150 kDa, alors 
que la protéine immunoréactive pour l’actine est révélée à 42 kDa.  
Les analyses de Western Blot sont effectuées sur des membranes provenant de quatre 
expériences indépendantes pour chaque anticorps. 





2.3.3. Protocole Comportemental 
Nous avons cherché à évaluer l’effet de la répression d’Amel_GluCl A ou d’Amel_GluCl B 
sur l’apprentissage et la mémoire olfactive, par l’intermédiaire d’injection unique de 
siRNA dans le tractus ocellaire (Figure 17). 
 
 
Figure 17. Protocole comportemental pour évaluer l’effet des siRNA sur l’apprentissage et la mémoire 
olfactive. En encart, photographie du poste de conditionnement. 
 
 
L’injection est réalisée 24h avant le premier essai de conditionnement. Ce délai 
d’injection a été choisi en fonction des analyses des Western Blots d’Amel_GluCl A et 
Amel_GluCl B après injections de leurs siRNA spécifiques. Précédemment, El Hassani et 
al. (2012) a mis au point ce protocole pour tester si la répression de GluClα (sans 
distinction entre sous-unités) affectait l’acquisition et la mémoire olfactive à moyen 
terme (test de rappel réalisé 1h après conditionnement). Ce protocole d’injection avant 





la phase de conditionnement, ainsi que d’autres à différents délais, a prouvé qu’il 
perturbait le rappel mais pas l’acquisition.  
Pour évaluer l’apprentissage et le rappel, nous avons réalisé un conditionnement 




Les abeilles sont entraînées à associer une odeur qui agit comme stimulus conditionnel 
(SC), avec une solution de sucrose comme stimulus inconditionné (SI) qui déclenche une 
réponse inconditionnée, ici le REP (Bitterman et al. 1983).  
Les odeurs utilisées pour le SC sont le 1-nonanol et le 2-hexanol (Sigma, France). Ces 
odeurs sont présentées aux abeilles via des seringues de 10 ml contenant un morceau de 
papier Whatmann (2 cm²), sur lequel sont déposés 5 µl de solution pure du composé 
odorant. 
Au tout premier essai de conditionnement, pour la présentation du SI, une goutte (≤1 µl) 
de solution de sucrose (40% poids/volume) est brièvement appliquée sur les antennes, 
pour déclencher le REP, puis sur le proboscis étendu. Pour les autres essais, la solution 
sucrée sera présentée au niveau du proboscis. 
Les abeilles sont donc conditionnées en cinq essais espacés d’un intervalle d’une minute, 
ce qui permet la formation de mémoire à long-terme avec ce paradigme du REP (El 
Hassani et al. 2012). La présentation du SC dure 5 secondes, et la présentation de SI 4 
secondes, avec un intervalle inter-stimulus de 2 secondes. 
 
2.3.3.2. Rappel 
Les tests de rappel sont réalisés 1h, 24h et 48h après la phase d’acquisition. Ces délais 
permettent de tester si la diminution de réponse observée au test à 1h va s’estomper, 
montrant ainsi que la répression induite par siRNA est transitoire. Pendant les tests, le 
SC est présenté aux abeilles, ainsi que deux nouvelles odeurs (NO), toutes espacées 





d’une minute, et présentées dans un ordre aléatoire. Les trois odeurs sont les mêmes 
que celles utilisées par El Hassani et al. (2012), c’est-à-dire, le 1-nonanol, le 2-hexanol, et 
le 2-nonanol, choisies pour leurs profils de généralisation croisée liée au SC (Guerrieri et 
al. 2005) (Figure 18). Durant l’expérience, le REP normal au sucrose est vérifié deux fois 
par jour, le matin et le soir avant de nourrir les abeilles. Celles qui ne répondent pas au 
sucrose sont retirées de l’expérience. 
 
Figure 18. Matrice de généralisation des odeurs, d’après Guerrieri et al. 2005. En ordonnée, les 
odeurs pures utilisées pendant le conditionnement ; en abscisse, les odeurs testées lors de la phase 
de rappel. Une carte de généralisation a été dressée en fonction du taux de pourcentage de réponse 
(% PER). Les odeurs que nous utilisons en conditionnement sont délimitées par des pointillés. 
 
2.4. Analyses Statistiques 
Toutes les analyses ont été faites à l’aide du logiciel SPPS17 (SPSS Science). Les 
différences sont considérées statistiquement significatives pour un alpha < 0,05. 
 
2.4.1. Western Blots (immunotransferts) 
Pour les expériences d’immunoblot, les niveaux d’expression de protéines sont 
quantifiés par le logiciel ImageJ (National Institute of Health). Les quantifications 
d’Amel_GluCl sont présentées en pourcentage d’intensité des bandes GluCl par rapport à 





l’intensité des bandes d’actine. On obtient ainsi un taux d’expression de GluCl relatif à 
l’actine. 
Les différences de niveaux d’Amel_GluCl entre les abeilles injectées avec siCAT, siGluA et 
siGluB, sont évaluées par une ANOVA à 2 facteurs (délai et traitement siRNA). Quand la 
significativité est établie, des tests post-hoc de Fischer (Least Significant Difference) sont 
réalisés séparément pour les deux facteurs, ainsi que pour l’interaction délai*traitement. 
 
2.4.2. Comportement 
Dans les expériences de comportement, les performances d’apprentissage olfactif sont 
calculées par le pourcentage d’abeilles montrant une réponse au SC à chaque essai. Les 
comparaisons inter-groupes (c’est-à-dire entre siCAT et siGlu) pendant l’acquisition sont 
évaluées par un test exact de Fischer.  
Pour le rappel, les pourcentages de PER sont aussi calculés par rapport au nombre 
d’abeilles montrant une réponse au SC, ainsi que des réponses aux NO. Des tests exacts 
de Fischer sont aussi réalisés pour les comparaisons inter-groupes des réponses au SC, 
ainsi que les réponses aux NO. Les comparaisons intra-groupes entre les réponses au SC 

















Figure 19. (A) Profils de migration d’ADNc des variants GluCls sur gel électrophorétique, en utilisant 
les paires de primers #1 & 2 (cf. Tableau 1). Les deux variants A et B sont exprimés dans le cerveau 
entier (CE), et notamment dans les lobes antennaires (LA), les corps pédonculés (CP) et les lobes 
optiques (LO). Avec les primers utilisés pour l’élongation d’Amel_GluCl A, une bande apparaît à un 
poids supérieur au poids attendu (300pb au lieu 230pb). Cette bande correspond à Amel_GluCl C. 
Ceci a été contrôlé en (B) en utilisant un autre set de primers pour les RT-PCR (#3 & 4, cf. Tableau 4) 
à un poids de 450pb, le poids attendu étant 390pb. (C) Alignement des séquences des exons 3 des 
ARNm des variants GluCls, présentées dans le sens 5’ – 3’. Les lettres minuscules en gras 
représentent les bases qui diffèrent entre Amel_GluCl A (en jaune) et Amel_GluCl B (en bleu). Les 
lettres grisées sont les dernières bases de l’exon 2 et les premières de l’exon 4. Les lettres soulignées 
représentent la séquence des primers utilisés en PCR (primers inverses #1 et 2, cf. Tableau 4). Le 
séquençage des bandes de poids supérieur en (A) et en (B) a permis de placer l’exon 3b avant l’exon 







Expression & Localisation Anatomique 
 
Les résultats de ce chapitre ont fait l’objet d’un article publié dans « Insect Biochemistry & 
Molecular Biology ». L’article se trouve à la fin de ce chapitre (cf. pp.84-94).  
 
3.1. Expression (avec séquençage) 
3.1.1. RT-PCR variant A / variant B 
La figure 19A montre la migration des fragments PCR sur gel d’agarose par 
électrophorèse. Chaque variant révèle une bande à 230 pb, pour chaque structure du 
cerveau.  
Les ARNm Amel_GluCl A et B sont donc exprimés dans le cerveau de l’abeille, et plus 
précisément dans les lobes antennaires (LA), les corps pédonculés (CP) et les lobes 
optiques (LO).  
 
3.1.2. RT-PCR variant C 
En utilisant la même paire de primers, nous avons révélé un troisième variant, ici appelé 
Amel_GluCl C. Il a été identifié dans les structures cérébrales où sont également 
exprimés les variants A et B. La bande apparait à 300 pb, c’est-à-dire 70 pb de plus que 
le poids attendu en utilisant la paire de primers #1 (Tableau 4).  
La taille de 70 pb correspond également à la taille de l’exon 3 d’Amel_GluCl A et B. Le 
séquençage de cette bande indique l’existence d’un ARNm mixte composé des deux 
exons 3, chacun correspondant à la partie variable d’Amel_GluCl A et d’Amel_GluCl B.  
Le séquençage de cet ARNm mixte place l’exon 3 d’Amel_GluCl B avant l’exon 3 
d’Amel_GluCl A et cela a été contrôlé en utilisant une autre paire de primers (Figure 19B 
& 19C). 















Figure 20. Western blots des variants GluCls avec le sérum pré-immun (Pi), le sérum immun (Im) et 
l’anticorps purifié à partir du sérum immun (Pur). Chaque condition est dupliquée. Une même quantité 
de protéines totales (30 µg d’extrait de cerveau entier) a été chargée pour chaque puits. (A) Profil de 
migration avec Anti-Amel_GluCl A. (B) Profil de migration avec Amel_GluCl B. Les flèches indiquent la 
bande d’intérêt (52 kDa). Pour les expériences de compétition avec peptide, l’actine (42kDa) est 
utilisée comme protéine de référence. (Démares et al. 2013) 
 
 
3.1.3. Western Blots (immunotransferts) 
Les protéines Amel_GluCl A et B constituant les sous-unités GluCl sont exprimées dans le 
cerveau de l’abeille. Les poids attendus pour les deux sous-unités sont de 51,92 et 51,90 
kDa (ExPaSy ProtoParam Tool) pour Amel_GluCl A et Amel_GluCl B, respectivement. 
 





3.1.3.1. Amel_GluCl A 
Amel_GluCl A est détecté au poids attendu avec l’anticorps purifié (cf. flèche, Fig.20A). 
La protéine est également détectée avec le sérum immun, avec une immunoréactivité 
plus faible, et n’est pas détectée avec le sérum pré-immun. Cela indique la spécificité de 
l’anticorps pour la protéine Amel_GluCl A. 
 
3.1.3.2. Amel_GluCl B 
Pour Amel_GluCl B,  la protéine est détectée au poids attendu (cf. flèche, Fig.20B). Le 
sérum immun révèle la protéine avec un niveau d’immunoréactivité similaire. Aucune 
immunoréactivité n’a été détectée avec le sérum pré-immun, confirmant ainsi la 
spécificité de l’anticorps anti- Amel_GluCl B. 
 
3.1.3.3. Bandes supplémentaires (poids supérieurs) 
D’autres bandes apparaissent à des poids moléculaires plus élevés : une bande à 75 kDa 
est détectée avec le sérum immun contre chaque variant, mais absente avec les 
anticorps purifiés. Comme cette bande à 75 kDa n’est pas non plus détectée avec les 
sérums pré-immuns, elle pourrait être également reliée au GluCl bien qu’elle n’ait pas 
été sélectionnée par le processus de purification.  
Une protéine à 100 kDa est détectée avec l’anticorps purifié dirigé contre Amel_GluCl A, 
mais pas avec le sérum immun. Cette bande est également détectée avec le sérum 
immun et l’anticorps purifié dirigés contre Amel_GluCl B, et pas avec le sérum pré-
immun. Cela pourrait correspondre au poids moléculaire d’un dimère.  
Enfin, une bande à 150 kDa est détectée pour Amel_GluCl B avec le sérum immun et 
l’anticorps purifié, mais pas avec le sérum pré-immun. Cela pourrait correspondre à un 
trimère. Pour Amel_GluCl A, la bande à 150 kDa n’apparait uniquement qu’avec le sérum 
pré-immun et est absente avec le sérum immun et l’anticorps purifié. 
 






3.2.1. Hybridation in situ  
Les premiers résultats obtenus en hybridation in situ furent très encourageants, et ont 
pu être intégrés dans une première publication sur les récepteurs GluCls (El Hassani et 
al. 2012 – article en Annexes). En effet, l’ARNm de GluClα a été détecté en grande 
quantité dans les lobes optiques et dans les corps pédonculés, en particulier dans les 
somas des cellules de Kenyon (Figure 21). Les cellules des lobes antennaires sont 
également marquées, mais de manière plus estompée. La spécificité de l’hybridation, 
contrôlée par une sonde ARN sens, n’a révélé aucun signal (Figure 21A & 21D).  
 
Figure 21. Localisation de l’ARNm Amel_GluClα par hybridation in situ. Coupes de cerveau hybridées 
avec la sonde ARN sens témoin (A, D) ou la sonde ARN anti-sens (B, C, E, F). La sonde anti-sens 
révèle des marquages au niveau des cellules de Kenyon (C, E), des somas aux extrémités de la 
medulla, indiquées par des flèches (C, F) et autour du lobe antennaire (E). Les images (C) et (F) 
correspondent à des agrandissements des zones encadrées en (B) et (E), respectivement. Coloration 
par NBT-BCIP. Pas de marquage spécifique révélé sur les coupes témoins. LA : lobe antennaire ; LO : 
lobe optique ; me : medulla ; CP : corps pédonculés ; cm : calice médian ; cl : calice latéral ; lèv : lèvre 
; col : collier ; ab : anneau basal ; GSO : ganglion sous-œsophagien. Échelle : 200 µm (A, B, D, E), 50 
µm (C, F). (El Hassani et al. 2012) 





Avant de se lancer dans la synthèse de sondes spécifiques pour chaque variant, nous 
avons d’abord décidé de produire à nouveau des sondes8 pour révéler tous les 
isoformes, comme celles utilisées ci-dessus. L’utilisation de ces nouvelles sondes s’est 
soldée par un échec : des marquages non spécifiques de fibres sur toutes les coupes de 
cerveaux, avec les sondes anti-sens. Ce problème n’a pu être résolu pendant plusieurs 
mois ; l’arrivée des anticorps spécifiques de chaque variant m’a permis de changer de 
protocole, pour passer aux expériences d’immunohistochimie.  
 
3.2.2. Immunohistochimie 
Suite aux expériences d’hybridation in situ, nous avons donc changé de technique et de 
cible moléculaire, passant de l’ARN à la protéine, et des sondes globales aux anticorps 
spécifiques. La mise au point de la technique s’est étalée sur les cinq mois suivants, pour 
finalement aboutir à des résultats concluants ; ceux-ci se concrétisant par la publication 
d’un article dans le journal Insect Molecular Biology and Biochemistry (Démares et al. 
2013). 
Les variants GluCls ont donc été localisés sur des coupes frontales de cerveau d’abeille, 
en utilisant les mêmes anticorps purifiés utilisés précédemment pour le Western Blot.  
Deux types de révélation sont effectués :  
- une révélation par DAB-Nickel qui aboutit à une coloration sur échelle de gris, 
adaptée pour une révélation plus globale,  
- et une révélation par fluorescence qui permet une coloration plus précise des 
corps cellulaires, mais moins adaptée pour des observations de coupes totales.  
Ainsi, ces techniques sont complémentaires. Pour évaluer la coloration non-spécifique, 
des coupes témoins ont été incubées soit sans anticorps primaire purifiés, soit avec du 
sérum pré-immun. Ces coupes témoins n’ont révélé aucune coloration, aussi bien avec la 
révélation DAB-nickel qu’avec la révélation par fluorescence. Un exemple est visible 
pour les deux anticorps et leurs témoins pré-immuns dans la Figure 22. 
                                                             
8 Le premier lot de sondes GluClα fut synthétisé par Hicham El Hassani, durant son séjour à Berlin dans le 
laboratoire de Gérard Leboulle.  






3.2.2.1. Amel_GluCl A 
Les glomérules des LA (Figure 23A) sont fortement marqués par l’anticorps Amel_GluCl 
A, et le protocérébrum sous le lobe vertical (Figures 23A & 24C) est également 
immunopositif pour Amel_GluCl A.  
Dans les CP, Amel_GluCl A est détecté dans les lèvres et l’anneau basal (Figure 24A) ; la 
coloration est également visible au niveau du collier, mais de manière beaucoup moins 
intense. La coloration de l’anneau basal révèle deux contingents de neuropiles 
immunoréactifs (Figure 24C). Les neuropiles sont détectés autour des lobes verticaux 
(Figure 25A) ainsi que différentes couches au sein des lobes verticaux.  
Comme l’a décrit Nicholas Strausfeld (2002), le lobe vertical peut être divisé et distribué 
en quatre zones en correspondances avec les calices (lèvre, collier, anneau basal) et le 
lobe gamma. Différentes strates, correspondant aux projections axonales des cellules de 
Kenyon, ont ainsi été mises en évidence par immunohistochimie.  
De manière concomitante avec les marquages dans les calices, Amel_GluCl A est détecté 
dans les strates correspondant aux projections axonales provenant des lèvres et de 
l’anneau basal. Le marquage dans la strate correspondant aux projections du collier est 
beaucoup plus faible, et inexistant dans la strate du lobe gamma (schéma dans la Figure 
25A).  
 






Figure 22. Immunomarquage des variants GluCl sur coupes de cerveau (25 µm). (A) Deux coupes 
adjacentes, incubées avec l’anticorps purifié dirigé contre le variant A (gauche) ou avec le sérum pré-
immun (droite). L’expression d’Amel_GluCl A est largement présente dans le cerveau, notamment 
dans les glomérules des lobes antennaires (LA), dans les lobes verticaux (Lv) et dans les lèvres et 
l’anneau basal des calices des corps pédonculés (CP). (B) Deux coupes adjacentes, incubées avec 
l’anticorps purifié dirigé contre le variant B (gauche) ou sans l’anticorps primaire (droite). Le marquage 
se situe au niveau des corps cellulaires autour des LA, dans le chiasme interne entre lobula (lo) et 
medulla (me), dans le chiasme externe entre medulla et lamina (la) des lobes optiques et dans les 
cellules de Kenyon internes et externes. Coloration par DAB-Nickel. Pas de marquage spécifique 





Figure 23. Immunomarquage des variants GluCls dans les lobes antennaires (LA) sur deux coupes  
adjacentes. (A) Amel_GluCl A est observé dans les glomérules du lobe antennaire et sous le lobe 
vertical dans le protocérébrum, indiqué par la flèche. (B) Amel_GluCl B se situe au niveau des corps 
cellulaires autour du lobe antennaire, signalés par les pointes de flèche, et dans une fibre du 
protocérébrum situé ventralement au lobe vertical, indiquée par la flèche. Marquage par TRITC. 
Échelle : 50 µm. (Démares et al. 2013) 
 
 












Figure 24. Immunomarquage des variants GluCls dans les calices des corps pédonculés. (A & C) 
Amel_GluCl A est exprimé dans les lèvres (lèv) et l’anneau basal (ab) des calices, mais aussi dans le 
collier (col) mais moins intensément. (B & D) Amel_GluCl B est exprimé autour des calices et dans les 
cellules de Kenyon internes et externes (cKi et cKe, respectivement). PrL : Protocérébrum Latéral. 
Marquage par TRITC. Échelle : 50 µm (A, B), 30 µm (C, D) 
 
 






Figure 25. Immunomarquage des variants GluCls dans et autour du lobe vertical des corps 
pédonculés. (A) Amel_GluCl A est exprimé dans des fibres autour du lobe vertical, signalées par les 
pointes de flèches. L’immunoréactivité est aussi observée dans les couches du lobe vertical, 
représentées schématiquement. D’après Strausfeld (2002), ces couches correspondent aux 
projections axonales des cellules de Kenyon provenant des régions de l’anneau basal (1), du collier 
(2) et des lèvres (3). Il n’y a pas de marquage net dans le lobe gamma (4). (B) Amel_GluCl B est aussi 
observé dans des fibres contournant le lobe vertical, indiquées par les pointes de flèche. Une fibre 
bifurquante, indiquée par la flèche, est également révélée. PrL : Protocérébrum Latéral ; cm : calice 
médian ; cKe : cellule de Kenyon externes. Marquage par TRITC. Échelle : 50 µm. 
 
 
Concernant le lobe optique, un marquage diffus est visible dans la couche proximale de 
la lobula, dans les couches interne et externe de la medulla et dans la lamina (Figure 
26A). Quelques corps cellulaires sont moyennement marqués au niveau du chiasma 
interne entre medulla et lamina, et aussi dans le chiasma externe entre lobula et medulla 
(cf. flèches, Figure 26A).  
Le complexe central présente une forte expression du variant A dans les nodules, les 
parties inférieure et supérieure du corps central et le pont protocérébral (Figure 27A & 
27B).  
Le ganglion sous-œsophagien est immunoréactif avec l’anticorps anti-Amel_GluCl A 
(Figure 28A), mais le marquage est assez diffus dans les neuropiles. Cependant,  cela 
reste cohérent avec le marquage du protocérébrum vu précédemment. 







des variants GluCls 
dans les lobes 
optiques. 
(A) Amel_GluCl A 
est observé dans la 
couche proximale de 
lobula (lo), dans les 
couches interne et 
externe de la  
medulla (me) et 
dans la lamina (Ia).  
(B) Amel_GluCl B 
est détecté dans les 
corps cellulaires 
entre lobula et 
medulla, indiqués 
par les pointes de 
flèches, et entre 
medulla et lamina, 
dans la région du 
chiasme externe 
signalée par la 
flèche. Ces corps cellulaires sont également détectés par l’anticorps anti-Amel_GluCl A, comme 
indiqués par les flèches correspondantes, mais moins intensément. Coloration par DAB-Nickel. 







des variants GluCls 
dans le complexe 
central. (A & B) 
Amel_GluCl A est 
exprimé dans les 
divisions supérieures 
et inférieures du 
corps central (ds et 
di, respectivement), 
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protocérébral (pp) et 
les noduli (no). (C) 
Amel_GluCl B est 
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complexe central 
mais seulement dans 




dessus du corps 
central et sous les 
calices des corps 
pédonculés. Échelle : 
50 µm. En bas à droite, schéma du complexe central avec les différentes structures qui le composent 
(adapté de Homberg 1985). Marquage par TRITC. Échelle : 100 µm. (Démares et al. 2013) 






Figure 28. Immunomarquage des variants GluCls dans le ganglion sous-œsophagien (GSO). (A) Les 
variants sont exprimés dans les neuropiles pour le variant A (gauche) et surtout dans les corps 
cellulaires autour du GSO pour le variant B (droite), indiqués par les pointes de flèches. La partie 
postérieure du pont protocérébral montre un marquage avec l’anticorps anti-Amel_GluCl A, signalé 
par la flèche. Coloration par DAB-Nickel. (B) Amel_GluCl B est également situé dans des fibres du 
GSO, indiquées par les pointes de flèche. CP : Corps Pédonculés ; Œs : Œsophage. Marquage par 
TRITC. Échelle : 200 µm (A), 50 µm (B). 
 
 
3.2.2.2. Amel_GluCl B 
En utilisant l’anticorps dirigé contre Amel_GluCl B, des corps cellulaires ont été marqués 
au-dessus des LA et sous les lobes verticaux, et sous les glomérules (Figure 23B). Une 
fibre est également détectée juste sous le lobe vertical (Figure 23B).  
Dans les CP, l’immunoréactivité est observée au niveau des cellules de Kenyon internes 
et externes (Figure 24B & 24D). De même, quelques neurites sont visibles au-dessus 
des lobes verticaux en position dorso-latérale, notamment au niveau d’une fibre qui se 
sépare en deux ramifications, indiquée par les flèches (Figure 25B).  
Dans les lobes optiques, l’immunoréactivité est localisée dans les corps cellulaires au 
niveau de la région du chiasme interne entre la lobula et la medulla (parties ventrales et 
dorsales), indiqués par les flèches, et dans la région du chiasme externe entre medulla et 
lamina, indiquée par une flèche (Figure 26B). Dans le complexe central, à la différence 
d’Amel_GluCl A, seule la partie inférieure du corps central est immunomarquée. 
Quelques corps cellulaires sont détectés au-dessus de la partie supérieure du corps 
central et entre les deux calices médians des corps pédonculés (Figure 27C). Des fibres 
sont détectées dans la partie ventrale inférieure du GSO (Figure 28B). 
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Honeybee Brain (Apis mellifera) 
 
Authors: Fabien Démares, Valérie Raymond*, Catherine Armengaud*. 
Address: Université de Toulouse; UPS; Centre de Recherche sur la Cognition Animale; 
118 route de Narbonne, F-31062 Toulouse Cedex 9, France. 
(*): These authors contributed equally to this work 
 
Corresponding author: Fabien Démares 
    fabien.demares@univ-tlse3.fr 
Abstract 
Due to its specificity to invertebrate species, glutamate-gated chloride channels (GluCl) 
are the target sites of antiparasitic agents and insecticides, e.g. ivermectin and fipronil, 
respectively. In nematodes and insects, the GluCls diversity is broadened by alternative 
splicing. GluCl subunits have been characterized according to their sensitivity to drugs, 
and to their anatomical localization. In the honeybee, the GluCl gene can encode 
different alpha subunits due to alternative splicing of exon 3. We examined mRNA 
expression in brain parts and we confirmed the existence of two GluCl variants with RT-
PCR, Amel_GluCl A and Amel_GluCl B. Surprisingly, a mixed isoform not yet described in 
insect was obtained, we called it Amel_GluCl C. We determined precise 
immunolocalization of peptide sequence corresponding to Amel_GluCl A and Amel_GluCl 
B in the honeybee brain. Amel_GluCl A is mainly located in neuropils, whereas 
Amel_GluCl B is mostly expressed in cell bodies. Both proteins can also be co-localized. 
According to their anatomical localization, different GluCl variants might be involved in 
olfactory and visual modalities and in learning and memory. 
 
Keywords: Variants; GluCl; Glutamate Receptor; Central Nervous System; Insect. 
 
 






































































Fonction (Approche Comportementale & Moléculaire) 
 
Les résultats de ce chapitre ont été soumis dans la revue « Journal of Experimental 
Biology». Le manuscrit de cet article se trouve à la fin de ce chapitre (cf. pp.103-118). 
 
4.1. Biochimie 
4.1.1. Evaluation de l’effet des siRNA sur les protéines Amel_GluCl 
Nous avons injecté siGluA, siGluB ou siCAT, dans le cerveau de l’abeille via le tractus 
ocellaire et avons réalisé des analyses en Western Blots pour quantifier des taux relatifs 
de protéines, en utilisant l’actine comme référence.  
Nous avons précédemment trouvé et décrit les protéines GluCl immunoréactives pour 
les deux variants, A & B, qui ont été observés à 52, 100 et 150 kDa (Démares et al. 2013). 
Nous avons évalué l’action des siRNA à quatre délais (12, 24, 36 et 48h post-injection) 
sur les niveaux d’expression des protéines Amel_GluCl A et Amel_GluCl B (Figures 29A 
& 30A, respectivement). Toutes les données statistiques concernant la quantification 
sont compilées dans le Tableau A1 en Annexes. 
 
4.1.1.1. Amel_GluCl A 
Concernant la bande à 52 kDa, l’ANOVA à deux-facteurs est significatif pour le facteur 
traitement (F(2,46) = 4.649, P = 0.016) et le facteur interaction délai*traitement (F(6,46) = 
3.939, P = 0.004). Une diminution significative est observée pour la bande à 52 kDa 24h 
après injection de siGluA (Figure 29B) comparée aux autres délais (Fischer’s least 
significant difference (LSD), P < 0.005) et comparée aux autres siRNA à 24h (Fischer’s 
LSD, P < 0.05).  





De manière surprenante, l’injection de siGluA augmente le taux relatif de protéines 
Amel_GluCl A par rapport au groupe témoin et au groupe traité avec siGluB aux délais 
12h et 36h (Fischer’s LSD, 12h, P < 0.05; 36h, P < 0.01). Un autre effet inattendu est la 
baisse à 48h pour le groupe traité avec siGluB comparé à celui traité avec siGluA 
(Fischer’s LSD, P = 0.026), bien que cela pourrait être lié à une forte augmentation 
d’Amel_GluCl A pour la bande à 100 kDa à 36h (Figure 29C).  
Concernant cette bande, l’ANOVA à 
deux-facteurs est seulement significative 
pour le facteur délai (F(3,46) = 3.027, P = 
0.043). Le taux moyen de protéine est 
plus élevé à 36h comparé à 24h 
(Fischer’s LSD, P = 0.024) et à 48h 
(Fischer’s LSD, P = 0.006) comme 
montré en Figure 29C. Cette 
augmentation est principalement due au 
groupe traité avec siGluB, mais la 
diminution à 24h est une tendance 
encore observée. Pour la bande à 150 
kDa, l’intensité était trop faible pour 
faire une analyse plus poussée. 
 
 
Figure 29. Evaluation de l’effet de 
l’interférence ARN sur la protéine Amel_GluCl 
A.  
(A) Immunotransfert d’Amel_GluCl A après 
injections de différents siRNA (siGluA, siGluB 
et le témoin siCAT) à quatre délais post-
injections (12h, 24h, 36h et 48h). L’actine a été 
utilisée comme protéine témoin (42 kDa). Les 
bandes à 52 kDa (B) et 100 kDa (C) ont été 
analysées et les quantifications ont été 
calculées relativement à l’intensité de l’actine.  
(B) Effet des siRNAs spécifiques sur les 
niveaux de la protéine Amel_GluCl A à 52 kDa (* P<0,05 test LSD de Fischer pour les différences 
intragroupes entre délais ; # P<0,05 test LSD de Fischer pour les différences intra-délais entre 
groupes – siGluA différent de siGluB et du témoin). (C) Effet des siRNAs sur les niveaux de la protéine 
Amel_GluCl A à 100 kDa (* P<0,05. ** P<0,01 test LSD de Fischer sur le facteur « délai »). Les 
valeurs des moyennes ± écarts-type sont calculées à partir de quatre expériences indépendantes. 
 






4.1.1.2. Amel_GluCl B 
Concernant la bande à 52 kDa, l’ANOVA à deux-facteurs est significative pour le facteur 
traitement (F(2,48) =  4.646, P = 0.016) et pour le facteur interaction délai*traitement 
(F(3,48) =  2.421, P = 0.045). Des diminutions significatives sont observées pour la bande à 
52 kDa à 24h et 36h après injection de siGluB (Figure 30B) comparées à 12h et 48h 
(Fischer’s LSD, P < 0.05). La diminution à 24h induite par siGluB est également 
significativement différente des autres siRNA à 24h (Fischer’s LSD, P < 0.01).  
Pour la bande à 100 kDa, aucune différence significative n’a été révélée par l’ANOVA à 
deux facteurs, mais la tendance reste la même, c’est-à-dire une diminution 24h après 
injection de siGluB (Figure 30C). 
A propos de la bande à 150 kDa, l’ANOVA à deux-facteurs est significative seulement 
pour le facteur délai (F(3,48) = 3.420, P = 0.027). Le taux moyen de protéine est plus bas à 
24h comparé à 12h (Fischer’s LSD, P = 0.004) et à 48h (Fischer’s LSD, P = 0.029), comme 
montré en Figure 30D. Cette diminution pourrait être attribuée au taux relatif 
d’Amel_GluCl B dans le groupe traité avec siGluB ;  cette tendance suivrait ainsi l’effet 
signicatif observé pour la bande à 52 kDa.  
 
Ces expériences ont permis de montrer que les injections de siRNA spécifiques affectent 
directement le niveau d’expression de la protéine-cible 24h après une injection globale : 
siGluA induit une répression spécifique d’Amel_GluCl A uniquement, alors que siGluB 
induit une répression d’Amel_GluCl B qui dure jusqu’à 36h après l’injection.  
Ces effets sont observés sur la bande principale (celle à 52 kDa), mais aussi sur les 
bandes de poids supérieurs, dans une tendance similaire. Nos données de biochimie 
suggèrent que ces siRNA, siGluA et siGluB, sont spécifiques de leurs ARNm cibles. 






Figure 30. Evaluation de l’effet de 
l’interférence ARN sur la protéine 
Amel_GluCl B. 
 
(A) Immunoblot d’Amel_GluCl B après 
injections de différents siRNAs (siGluA, 
siGluB et le témoin siCAT) à quatre délais 
post-injections (12h, 24h, 36h et 48h). 
L’actine a été utilisée comme protéine 
témoin (42 kDa). Les bandes à 52 kDa (B), 
100 kDa (C) et 150 kDa (D) ont été 
analysées et les quantifications ont été 
calculées relativement à l’intensité de 
l’actine.  
 
(B) Effet des siRNAs spécifiques sur les 
niveaux de la protéine Amel_GluCl B à 52 
kDa (* P<0,05 test LSD de Fischer pour les 
différences intragroupes entre délais ; # 
P<0,05 test LSD de Fischer pour les 
différences intra-délais entre groupes – 
siGluB différent de siGluA et du témoin).  
 
(C) Effet des siRNAs sur les niveaux de la 
protéine Amel_GluCl A à 100 kDa.  
 
(D) Effet des siRNAs sur les niveaux de la 
protéine Amel_GluCl A à 150 kDa.  
(* P<0,05. ** P<0,01 test LSD de Fischer 
sur le facteur « délai »). Les valeurs des 
moyennes ± écarts-type sont calculées à 
partir de quatre expériences 
indépendantes. 






4.2.1. Evaluation de l’effet des siRNA sur l’apprentissage et la mémoire 
En connaissant la fenêtre d’action de nos siRNAs, nous avons testé les effets des 
répressions d’Amel_GluCl sur l’acquisition et la mémoire. De cette manière, nous 
pouvons identifier le rôle de chaque sous-unité, et observer si cela est cohérent avec les 
précédents résultats (El Hassani et al. 2012).  
Des injections de siGluA ou siGluB sont effectuées 24h avant un conditionnement en cinq 
essais, et des tests de rappels sont réalisés par la suite (1h, 24h et 48h après 
conditionnement). Les groupes témoins ont été injectés avec siCAT et ont suivi le même 
protocole comportemental. 
Le conditionnement absolu consiste en une présentation d’une odeur qui, associée au 
sucrose, devient le stimulus conditionné (SC). Les odeurs utilisées pour le SC sont le 2-
hexanol et le 1-nonanol. Les tests de rappel consistent en une présentation du SC et deux 
nouvelles odeurs (NO), une différente du SC (par exemple, le 1-nonanol si le SC est le 2-
hexanol), et l’autre similaire au SC (toujours le 2-nonanol). Ces qualificatifs de similaire 
et différent sont basés sur la matrice de généralisation de Guerrieri et al. (2005) et les 
mêmes odeurs ont été utilisées lors de l’étude précédente (El Hassani et al. 2012). 
Bien que le conditionnement olfactif avec le 2-hexanol soit équivalent au 
conditionnement avec le 1-nonanol quel que soit le traitement siRNA, cela n’est plus le 
cas pour les réponses aux tests de rappel. Notamment pour les réponses au 2-nonanol à 
48h pour le groupe témoin siCAT (Figs.3A & 3B; Fischer exact test, siCATA48h, P = 0.027), 
et à 1h et 24h pour les groupes injectés avec siCAT et siGluB (Figs.3C &3D; Fischer exact 
test, siCATB1h, P = 0.012; siCATB24h, P < 0.001; siGluB1h, P < 0.001; siGluB24h, P = 0.004). 
De ce fait, la présentation des données comportementales est séparée par odeurs 
de conditionnement.  
L’injection de siGluA (Figure 31A & 31B, partie gauche) ou siGluB (Figure 31C & 31D, 
partie gauche) n’a pas d’effet sur l’acquisition, comparée aux groupes témoins siCAT 
(Fischer exact test, réponse au cinquième essai, siGluA2-HEXANOL, P = 0.123; siGluA1-
NONANOL, P = 0.760; siGluB2-HEXANOL, P = 0.116; siGluB1-NONANOL, P = 0.372). Mais les deux 





traitements, siGluA et siGluB, induisent une diminution du taux de réponse au SC 1h 




Figure 31. Effet de la répression des sous-unités Amel_GluCl par injection de siGluCl sur le 
conditionnement olfactif du PER. Sur la partie gauche, courbes d’apprentissage d’un conditionnement 
en cinq essais ; symbole gris : groupe siCAT ; jaune : groupe siGluA (A & B) ; bleu : groupe siGluB (C 
& D). Les performances de rappel sont testées sur les odeurs SC (partie centrale) et sur de nouvelles 
odeurs (partie droite) à différents temps après conditionnement. Le nombre d’animaux injectés et 
testés est indiqué pour chaque groupe. REP (%), pourcentage des animaux qui montrent une réponse 
conditionnée (REP) pendant la présentation du SC. (* P<0,05 ; ** P<0,01 ; *** P<0,001 test de 
McNemar pour les différences intragroupes entre délais ; # P<0,05 test exact de Fischer pour les 
différences intra-délais entre groupes indépendants). 





4.2.1.1. siGluA & Amel_GluCl A 
Pour les abeilles traitées au siGluA et conditionnées avec le 2-hexanol, la réponse au SC 
au test de rappel à 1h est significativement plus basse que la réponse au dernier essai 
d’acquisition et aux réponses au SC à 24h et 48h. (Figure 31A, partie centrale ; 
McNemar test, siGluAT5/1h, P = 0.003; siGluA1h/24h, P = 0.012; siGluA1h/48h, P = 0.039), 
mais cette baisse n’est pas différente du groupe témoin (Fischer exact test, siCATA1h, P = 
0.581). Il n’y a pas eu d’effet du traitement siGluA sur les niveaux de réponse aux NO, 
comparés au groupe témoin siCAT (Figure 31A, partie droite ; pour toutes les valeurs 
statistiques, voir Tableau A2 en Annexes).  
Pour les abeilles traitées au siGluA et conditionnées avec le 1-nonanol, il y a également 
une diminution significative de la réponse au SC à 1h comparée au dernier essai 
d’acquisition et à la réponse au SC à 24h (Figure 31B, partie centrale ; McNemar test, 
siGluAT5/1h, P = 0.012; siGluA1h/24h, P = 0.031), et qui est différente du groupe témoin 
siCAT (Fischer exact test, siCATA1h, P = 0.017). De même, il n’y a pas eu d’effet du 
traitement siGluA sur les taux de réponses aux NO, comparés au témoin siCAT (Figure 
31B, partie droite), et une seule différence apparait dans le groupe témoin pour la 
réponse au 2-hexanol entre 1h et 24h (Figure 31B, partie droite ; McNemar test, P = 
0.039). 
 
4.2.1.2. siGluB & Amel_GluCl B 
Les abeilles traitées au siGluB et conditionnées au 2-hexanol montrent une réponse au 
SC à 1h significativement plus basse que le dernier essai d’acquisition et les réponses à 
24h et 48h (Figure 31C ; McNemar test, siGluBT5/1h, P < 0.001; siGluB1h/24h, P = 0.035; 
siGluB24h/48h, P = 0.001), réponse qui est également différente du témoin (Fischer exact 
test, siCATB1h, P = 0.047). De plus, la réponse au SC à 24h est aussi significativement plus 
basse que le dernier essai d’acquisition et la réponse à 48h (McNemar test, siGluBT5/24h, 
P = 0.004; siGluB24h/48h, P = 0.039), mais pas différente du groupe témoin (Fischer exact 
test, siCATB24h, P = 0.417).  
Les tests avec les NO permettent d’évaluer le phénomène de généralisation, c’est-à-dire, 
la capacité des NO à engendrer un taux de réponse équivalent à celui du SC. C’est un 





phénomène naturel chez les abeilles, qui pourrait être comparable à de l’oubli : l’abeille 
aurait un souvenir moins net de la réponse apprise, ou de ses caractéristiques, et serait 
donc plus à-même de la confondre avec une odeur similaire.  
Les tests avec les NO montrent que les réponses au 2-nonanol augmentent avec le 
temps. La généralisation au 2-nonanol a lieu plus tôt pour le groupe siGluB, entre 1h et 
24h, comparée au groupe témoin siCAT, entre 1h et 48h (Figure 31C, partie droite; 
McNemar test, siGluB1h/24h, P = 0.049 ; siCATB1h/48h, P = 0.039). La généralisation est 
donc plus rapide en absence d’Amel_GluCl B. 
Pour les abeilles injectées avec siGluB et conditionnées avec le 1-nonanol, la réponse au 
SC au test à 1h est significativement plus basse qu’au dernier essai d’acquisition et qu’au 
test à 24h (Figure 31D, partie centrale ; McNemar test, siGluBT5/1h, P = 0.001 ; 
siGluB1h/24h, P = 0.049) ; cependant elle n’est pas différente du groupe-témoin (Fischer 
exact test, siCATB1h, P = 0.571). Concernant les NO, les niveaux de réponse au 2-hexanol 
sont significativement plus élevés au test à 1h, comparés au témoin (Fischer exact test, 
siCATB1h, P = 0.038), et augmentent significativement entre les tests 1h et 24h (McNemar 
test, siGluB1h/24h, P = 0.019). 
Nous avons donc observé que les effets des traitements siRNA étaient transitoires, 
puisque les taux de réponses au SC sont similaires entre le dernier essai de 
conditionnement et les tests à 24h et 48h. Ainsi, les résultats comportementaux 
montrent que les deux variants sont impliqués dans le rappel des odeurs apprises 
(réponses au SC).  Nous avons cherché à savoir si les variants pouvaient agir sur la 
diminution de la spécificité de la réponse, qui pourrait être interprétée comme une 
perturbation du codage olfactif et donc comme une diminution de l’olfaction. Pour cela, 
nous avons évalué l’effet des traitements ARN interférents sur la réponse à deux 
nouvelles odeurs. De manière intéressante, seul le traitement siGluB montre un effet, 
notamment entre les tests à 1h et 24h, avec une augmentation plus rapide des taux de 
réponse, comparés au groupe-témoin siCAT. Mais, même s’il y a une diminution du taux 
de réponse au SC, les abeilles sont encore capables de différencier le SC des nouvelles 
odeurs (pour toutes les valeurs statistiques, voir Tableau A2 en Annexes). Ainsi, il n’y a 
pas de perturbation du codage olfactif. Ce résultat met donc en avant un rôle 
supplémentaire d’Amel_GluCl B dans le processus de généralisation. 
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SUMMARY 
Glutamate-gated chloride channels (GluCl) belong to the cys-loop Ligand-Gated Ion Channel 
superfamily and their expression had been described in several invertebrate nervous systems. In 
the honeybee, a unique gene amel_glucl encodes two subunits, Amel_GluCl A and Amel_GluCl B, 
due to alternative splicing. The expression and differential localization of those variants in 
honeybee brain had been reported earlier. Here we characterized the involvement of each 
variant in olfactory learning and memory processes, using specific small-interfering RNA 
(siRNA) against each variant. With specific antibodies, we first tested the two siRNA efficiency in 
decreasing their target protein levels. The two proteins showed a decrease of their respective 
specific siRNA 24 hours after injection. Secondly, we injected each siRNA to test whether or not 
it affected olfactory memory by using a classical paradigm of conditioning the proboscis 
extension reflex (PER). We found that Amel_GluCl A was involved only in retrieval, whereas 
Amel_GluCl B was involved in retrieval and generalization. Here for the first time, a differential 
behavioral involvement of two highly similar GluCl subunits had been characterized in an 
invertebrate species. 
Keywords: honeybee, GluCl, splice variants, siRNA, olfactory learning, retrieval, generalization.
  






Glutamate is the main excitatory amino acid neurotransmitter in vertebrate nervous systems. It 
interacts with metabotropic receptors and ionotropic receptors. It is also the case in insect 
nervous system, where glutamate acts as an excitatory neurotransmitter at the neuromuscular 
junction (Kerkut and Walker, 1966). But in insects, glutamate is also involved in fast inhibitory 
transmission in muscles and neurons (Dudel et al., 1989; Wafford and Sattelle, 1989). This effect 
is due to a chloride conductance through an ionotropic receptor that will hyperpolarize the cell’s 
membrane, thus leading to an inhibitory phase (Cull-Candy, 1976; Lea and Usherwood, 1973). 
Therefore, those receptors are characterized as Glutamate-gated Chloride Channels (GluCl), a 
specific class that belongs to a broader family, the cys-loop Ligand-Gated Ion Channel (LGIC) 
superfamily (Jones and Sattelle, 2006; Jones and Sattelle, 2008).  
These channel receptors are made of five subunits, either all identical (homomeric receptor) or 
different (heteromeric receptor).  Main features of the subunit of the LGIC members include a 
large amino-terminal extracellular domain containing a disulphide bond between two cysteines, 
and four transmembrane segments (Hibbs and Gouaux, 2011). 
The GluCl receptors are not present in vertebrates, and it had been described only in 
invertebrate species, mainly nematodes and insects, e.g. Caenorhabditis elegans (Cully et al., 
1994), Haemonchus contortus (Portillo et al., 2003), Drosophila melanogaster (Cully et al,. 1996), 
Locusta migratoria (Lea and Usherwood, 1973), Nasonia vitropennis (Jones and Sattelle, 2010). 
In the honeybee Apis mellifera, only one gene had been described, but due to alternative splicing, 
two subunit variants had been reported (Jones and Sattelle, 2006). Most of those GluCl receptors 
were characterized through electrophysiology and pharmacology (Barbara et al., 2005; Eguchi et 
al., 2006; Janssen et al., 2007; Kane et al., 2000; Raymond et al., 2000; Zhao et al., 2004) as well 
as molecular biology (Jones and Sattelle, 2006; Jones and Sattelle; Jones and Sattelle, 2007; Jones 
and Sattelle, 2008; Jones et al. 2010; Semenov and Pak, 1999). Precise anatomical localizations 
had been reported for some GluCl subunits (Démares et al., 2013; Dent et al., 1997; Portillo et al., 
2003). Also, several studies have focused on a behavioral characterization of GluCl receptors. 
Thus, GluCl had been reported in the regulation of thermotaxis and odor response in C.elegans 
(Chalasani et al., 2007; Ohnishi et al., 2011), and in rest/arousal neurons and in rhythmic light 
avoidance behavior in Drosophila (Collins et al., 2012; McCarthy et al., 2011). In those examples, 
GluCl receptors are expressed in interneurons and are involved in three behavioral categories, 
i.e. control of locomotion, regulation of feeding and mediation of sensory inputs (for review, see 
Wolstenholme 2012). In our laboratory, we also reported the role of GluCl in olfactory memory, 
and especially retrieval of conditioned odor, in Apis mellifera (El Hassani et al., 2012). Although 
several subunits were characterized, studies done so far have demonstrated the global 
behavioral role of GluCl receptors. None of these experiments were focused on a specific GluCl 
subunit. 
Recently, using immunohistochemistry we found that the GluCl subunit variants were localized 
in honeybee mushroom bodies and antennal lobes (Démares et al., 2013). Though Amel_GluCl A 
was mainly located in neuropil and Amel_GluCl B mainly somatic, some structures showed 
overlapping staining of both variants, i.e. central body and fibers around vertical lobes. A 
previous study has shown that the GluCl receptors were involved in honeybee olfactory memory 





(El Hassani et al., 2012). However, the role of each variant has not been defined. The aim of our 
study is then to bridge the gap between each variant and learning and memory processes. 
In honeybees, few studies had demonstrated, by the means of RNA interference, that different 
isoforms might be correlated to different behavioral processes. For instance, it had been showed 
that a differential expression of Phosphatase and TENsin (PTEN) splice-variants was correlated 
to different social phenotype, i.e. nurses or foragers (Mutti et al., 2011), or that knocking out a 
critical exon of an homologous gene of gemeni, a transcription factor driving worker sterility, is 
sufficient to turn a honeybee from altruistic worker to social parasite with activated ovaries 
(Jarosch et al., 2012). 
Here, using small-interfering RNA (siRNA) specific to each GluCl splice variant, we first 
determined their knockdown efficacy on Amel_GluCl A or B protein levels, using immunoblotting 
procedures. The siRNA-mediated decrease was observed 24 hours after global injection, for both 
proteins. Also, both siRNA specifically affected their target protein level. Then, using the 
proboscis extension reflex (PER) paradigm (Bitterman et al., 1983), we investigated the role of 
each subunit on olfactory learning and memory. Our results showed that siRNA directed against 
the Amel_GluCl A impaired memory retrieval but not learning, consistently with previous results 
(El Hassani et al., 2012). Interestingly, the siRNA directed against the Amel_GluCl B also lead to 
faster generalization to new odors, which was previously unknown. This study represents the 
first successful attempt to differentiate two highly similar GluCl subunits, coming from a single 
gene, in learning and memory processes of an invertebrate species. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Animals’ preparation 
Adult honeybees (Apis mellifera Linnaeus 1758) of unknown age were caught from February to 
July 2012 at the hive installed in a warm room (25°C), in Toulouse, France.  Bees were brought 
back at the laboratory and anaesthetized on ice for few minutes. Then, bees were individually 
harnessed to small Plexiglas holders and attached with a drop of wax deposited on the back of 
the thorax. The median ocellus was pierced to allow injections with a glass capillary. 
 
Preparation of small-interfering RNA 
Sequences of siRNA were designed and produced by Sigma-Aldrich (Lyon, France). The 
sequence targeted by the siRNAs encode for a small region before the cys-loop in the 
extracellular N-terminal region. This is the only portion where Amel_GluCl A (GenBank: 
NM_001077809.1) and Amel_GluCl B subunits (GenBank: DQ667185.1) are different. The 
sequence of the Amel_GluCl A siRNA is F 5’-AUGACGUUACUAUGGAAUAdTdT-3’; R 5’-
UAUUCCAUAGUAACGUCAUdTdT-3’, and the sequence of the Amel_GluCl B siRNA, F 5’-
GCGACAAUUAGUGACAUCAdTdT-3’; R 5’-UGAUGUCACUAAUUGUCGC-3’. Those siRNAs were 
used both for biochemical and behavioral experiments. Control groups were injected with a 
siRNA targeting the sequence of a bacterial enzyme, the chloramphenicol acetyltransferase 
(CAT), not present in the honeybee genome. It was therefore used as a negative control. The 





sequence of the CAT siRNA is F 5’-GAUUUAAACGUGGCCAAUAdTdT-3’; R 5’-
UAUUGGCCACGUUUAAAUC-3’. 
The siRNAs were resuspended in 1X phosphate buffer saline (PBS, Euromedex) and the final 
concentration was 600 ng/µl for each siRNA. A fixed volume of 260 nl was injected in the ocellar 
tract using a pneumatic picopump (PV820, WPI, Berlin, Germany). 
 
Western Blotting  
Honeybee’s brains (at least three for each sample) were dissected at 4°C at four different time-
points (12, 24, 36 and 48 h) after injection of siGluA, siGluB or siCAT. The protein extraction and 
the blotting procedure were the same as described in Démares et al., (2013), as well as the 
purified antibodies we used. Protein levels were quantified by relating the Amel_GluCl A or 
Amel_GluCl B signals to actin. Each blot was probe with an anti-actin antibody (Sigma-Aldrich) 
diluted at 1:5000. Three Amel_GluCl immunopositive proteins were detected (52, 100 and 150 
kDa), whereas actin immunopositive protein was revealed at 42 kDa. Western blot analysis was 
performed on blots from four independent experiments for each antibody. 
 
Behavioral methods 
We investigated the effect of Amel_GluCl A or Amel_GluCl B knockdown on olfactory learning 
and memory by the means of single siRNA injection in the ocellar tract (see above). Injection was 
performed 24 h before the first learning trial. This injection time was chosen accordingly to 
Western blot analyses of Amel_GluCl A and Amel_GluCl B levels after siRNA injections. 
Previously, El Hassani et al., (2012) set up this protocol to test whether knockdown of GluCl  
(no distinction between subunit variants) affected olfactory acquisition and mid-term memory 
(retention test performed 1h after conditioning).  
To assess learning and retention, we performed a classical olfactory conditioning, using the 
proboscis extension reflex (PER) (Bitterman et al., 1983). Bees were trained to associate an odor 
that act as the conditioned stimulus (CS), with a sucrose solution as the unconditioned stimulus 
(US) that elicit an unconditioned response, here the PER (Bitterman et al., 1983). Odors used for 
CS were 1-nonanol and 2-hexanol (Sigma-Aldrich). They were presented to the bees through a 
10-ml syringe with a Whatmann paper inside, onto which 5 µl of pure odorant solution were 
applied. For the US presentation, a drop (≤1 µl) of sucrose solution (40% w/v) was applied 
briefly to antennae to trigger PER and then to the extended proboscis. 
Bees were trained through five trials spaced by 1 min inter-trial interval, which form long-term 
memory formation with the PER paradigm (El Hassani et al., 2012). CS presentation lasted 5 s, 
and the US presentation 4 s, the inter-stimulus interval was 2 s. Afterward, retention tests were 
performed 1 h, 24 h and 48 h after the acquisition phase. The latter time-points were performed 
to test whether the response decrease seen at 1h test would later recover, thus showing that the 
siRNA-mediated knockdown is transient. During the tests, the CS was presented to the bees, 
along with two new odorants (NO), all of them spaced by 1 min and randomly presented. The 
three odorants were the same as described in El Hassani et al., (2012), i.e. 1-nonanol, 2-hexanol, 
and 2-nonanol, chosen for their cross-generalization patterns related to CS (Guerrieri et al., 





2005). During the experiment, normal PER to sucrose was checked twice a day, in the morning 




In the immunoblotting experiments, protein expression levels were quantified with ImageJ 
software (US National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). Quantifications of Amel_GluCl 
were measured by relating intensities of GluCl lanes to those of actin. Differences in Amel_GluCl 
levels between bees injected with siCAT, siGluA and siGluB, were evaluated by 2-factors ANOVA 
(factors “time” and “siRNA treatment”). When significance was reached, Fisher’s Least 
Significant Difference (LSD) post-hoc tests were performed. In the behavioral experiments, 
olfactory learning performances were calculated with the percentage of bees showing a CS 
response at each trial. Between-group comparisons (i.e. between siCAT- and siGlu-injected bees) 
during acquisition were evaluated with Fischer’s exact test. Retentions performances were also 
calculated with the percentage of bees showing a CS response, along with the two NO responses. 
Fischer’s exact tests were also used for between-group comparisons of CS responses and NO 
responses. Comparisons between CS responses and NO responses were evaluated with 
McNemar’s test. Statisitical analyses were performed with SPSS17 software (SPSS Science, IBM, 
Armonk, NY, USA). Differences were considered statistically significant at an alpha level of 0.05. 
Graphs were prepared in MS Excel (Office 2007, Microsoft, Richmond, WA, USA) 
 
RESULTS 
RNAi injections and Immunoblotting of Amel_GluCl A & B 
We targeted Amel_GluCl by RNAi with 21-bp siRNAs (siGluA or siGluB), which were specific for 
each variable sequences of amel_glucl splice variants A or B respectively. We also used siCAT as 
negative control, because the CAT gene is only expressed in prokaryotes. 
We injected siGluA, siGluB or siCAT, into the honeybee brain via the ocellar tract and performed 
Western blot analyses to quantify relative levels of protein, using actin as reference. We 
previously found and described Amel_GluCl immunoreactive proteins of the two variants, A and 
B, which were both found at 52, 100 and 150 kDa (Démares et al., 2013). We evaluated siRNA 
knockdown at four timepoints (12, 24, 36 and 48 h post-injection) on Amel_GluCl A and 
Amel_GluCl B proteins quantification (Figs 1A & 2A, respectively). Full statistical data of 
immunoblot quantification is compiled in Table S1. 
Amel_GluCl A: Concerning the 52-kDa band, the 2-factors ANOVA showed significance for the 
treatment factor (F(2,46) = 4.649, P = 0.016) and for the interaction factor time*treatment (F(6,46) = 
3.939, P = 0.004). A significant reduction of signal’s intensity was observed for the 52-kDa band 
24 h after siGluA injection (Fig. 2B) compared to the other delays (Fischer’s LSD, P < 0.005) and 
compared to other siRNAs at 24 h (Fischer’s LSD, P < 0.05). Surprisingly, with siGluA injection, 
Amel_GluCl A protein level was higher than control group and siGluB-treated group at 12 h and 
36 h (Fischer’s LSD, 12h, P < 0.05; 36h, P < 0.01). Another unexpected effect is the decrease at 48 
h in the siGluB-treated group compared to the siGluA-treated group (Fischer’s LSD, P = 0.026). 





On 100-kDa band, the two-factors ANOVA showed significance only for the time factor (F(3,46) = 
3.027, P = 0.043). The mean protein level is higher at 36 h compared to 24 h (Fischer’s LSD, P = 
0.024) and to 48 h (Fischer’s LSD, P = 0.006) as shown in Fig. 1C. For the 150-kDa band, the 
intensity was too low to be analyzed further. 
Amel_GluCl B: Concerning the 52-kDa band, the 2-factors ANOVA showed significance for the 
treatment factor (F(2,48) =  4.646, P = 0.016) and for the interaction factor time*treatment (F(3,48) =  
2.421, P = 0.045). Significant reductions were observed for the 52-kDa band 24 h and 36 h after 
siGluB injection (Fig. 2B) compared to 12h and 48h (Fischer’s LSD, P < 0.05). The siGluB-induced 
24-h decrease was also significantly different from the other siRNAs at 24 h (Fischer’s LSD, P < 
0.01). Concerning the 150-kDa band, the 2-factors ANOVA showed significance only for the time 
factor (F(3,48) = 3.420, P = 0.027). The mean protein level is lower at 24 h compared to 12 h 
(Fischer’s LSD, P = 0.004) and to 48h (Fischer’s LSD, P = 0.029) as shown in Fig. 2C. About the 
100-kDa band, no statistical difference was highlighted by the 2-factors ANOVA, but the 
tendency stayed the same, i.e. a decrease 24 h after siGluB injection (Fig. S1 and Table S1D). 
These experiments showed that injections of specific siRNA affected directly the targeted 
protein’s expression 24 h after global injection: siGluA induced specific Amel_GluCl A 
knockdown only, whereas siGluB induced Amel_GluCl B knockdown that lasted until 36 h after 
injection. Those effects had been observed on the main protein (i.e. 52-kDa band), but also for 
the 100- and 150-kDa bands, as a tendency. Our biochemical data suggest that the designed 
siGluA and siGluB are specific to their targeted mRNAs. 
 
Effects of siRNA injections on Olfactory Learning and Retention 
Knowing the effective range of action of our siRNAs, we tested the effects of Amel_GluCl 
knockdowns on acquisition and memory to investigate the roles of each subunit. Injections of 
siGluA or siGluB were made 24 h before a five-trial conditioning and retention tests were 
performed afterwards (1, 24 and 48 h after conditioning). Control groups were injected with 
siCAT and followed the same behavioral procedure. 
The absolute conditioning consisted in the presentation of one odor which, associated to 
sucrose, became the conditioned stimulus. Odorants used for CS were 2-hexanol and 1-nonanol. 
Retention tests consisted in one CS presentation and two new odors, one different from CS (e.g. 
1-nonanol if CS is 2-hexanol), the other similar to CS (always 2-nonanol). This was set up 
accordingly to the generalization matrix (Guerrieri et al., 2005) and as used in the previous 
study (El Hassani et al., 2012). 
Although olfactory conditioning with 2-hexanol was equivalent to conditioning with 1-nonanol 
whatever was the siRNA treatment, it was no longer the same for retention tests responses. 
Especially for 2-nonanol response at 48 h for the siCAT control group (Fig. 3A, B; Fischer exact 
test, siCATA48h, P = 0.027), and at 1 h and 24 h for siCAT and siGluB-injected groups (Fig. 3C, D; 
Fischer exact test, siCATB1h, P = 0.012; siCATB24h, P < 0.001; siGluB1h, P < 0.001; siGluB24h, P = 
0.004). Thus, behavioral data presentation was separated by conditioning odors.  
Injection of siGluA (Fig. 3A, B; left panels) or siGluB (Fig. 3C, D; left panels) had no effect on 
acquisition when compared to siCAT control groups (Fischer exact test, fifth trial response, 





siGluA2-HEXANOL, P = 0.123; siGluA1-NONANOL, P = 0.760; siGluB2-HEXANOL, P = 0.116; siGluB1-NONANOL, P = 
0.372; see Table S2C for previous trials). But, both siGluA and siGluB treatments induced a 
reduced response level to CS odor 1 h after conditioning (corresponding to 24 h after injection).  
siGluA treatment: For siGluA-treated bees conditioned with 2-hexanol, the CS response at the 1h-
test was significantly lower than the last acquisition trial and the 24-h and 48-h tests (Fig. 3A, 
middle panel; McNemar test, siGluAT5/1h, P = 0.003; siGluA1h/24h, P = 0.012; siGluA1h/48h, P = 
0.039); however, this decrease was not significant compared to siCAT control (Fischer exact test, 
siCATA1h, P = 0.581). There was no effect of the siGluA treatment on the NO response levels, 
compared to the siCAT control (Fig. 3A, right panel; for full statistical data, see Table S2).  
For siGluA-treated bees conditioned with 1-nonanol, there was also a decrease of the CS 
response at 1 h compared to the last acquisition trial and the 24-h test (Fig. 3B, middle panel; 
McNemar test, siGluAT5/1h, P = 0.012; siGluA1h/24h, P = 0.031), and then it was significantly 
different from the siCAT control (Fischer exact test, siCATA1h, P = 0.017). Again, there was no 
effect of the siGluA treatment on the NO response levels, compared to the siCAT control (Fig. 3B, 
right panel; for full statistical data, see Table S2). It can be noticed that a significant difference 
appeared in the control group for the 2-hexanol response between 1 h and 24 h (Fig. 3B, right 
panel; McNemar test, P = 0.039). 
siGluB treatment: The siGluB-injected bees conditioned with 2-hexanol showed that the CS 
response at the 1-h test was lower than the last acquisition trial and the 24- and 48-h tests (Fig. 
3C, middle panel; McNemar test, siGluBT5/1h, P < 0.001; siGluB1h/24h, P = 0.035; siGluB24h/48h, P = 
0.001), and it was also significantly different from siCAT group (Fischer exact test, siCATB1h, P = 
0.047). Moreover, the CS response at the 24-h test was also significantly lower than the last 
acquisition trial and the 48-h test (McNemar test, siGluBT5/24h, P = 0.004; siGluB24h/48h, P = 0.039), 
but not different from siCAT group (Fischer exact test, siCATB24h, P = 0.417).  
Tests with the NO indicated that responses to the 2-nonanol increased with time. This 
generalization of CS response to 2-nonanol was faster for the siGluB group, between 1 h and 24 
h, compared to the siCAT control, between 1 h and 48 h (Fig. 3C, right panel; McNemar test, 
siGluB1h/24h, P = 0.049; siCATB1h/48h, P = 0.039). 
For siGluB-injected bees conditioned with 1-nonanol, the CS response at the 1-h test was lower 
than the last acquisition trial and the 24-h test (Fig. 3D, middle panel; McNemar test, siGluBT5/1h, 
P = 0.001; siGluB1h/24h, P = 0.049), but it was not significantly different from siCAT control 
(Fischer exact test, siCATB1h, P = 0.571). Concerning the NO, response levels to the 2-hexanol 
were significantly higher at 1-h test compared with the siCAT control (Fischer exact test, 
siCATB1h, P = 0.038), and increased significantly between the 1- and 24-h tests (McNemar test, 
siGluB1h/24h, P = 0.019). 
 
Taken together, the behavioral data show that the two variants are involved in the retrieval of 
learned odors (CS response). Also, effects of siRNA treatments were transient, since honeybees 
CS level responses were similar between the last conditioning trial and the 24- and 48-h tests.  
To test whether the variants may act upon olfaction or generalization, we investigated the effect 
of RNAi treatments on two new odorants. Interestingly, only the siGluB treatment showed an 





effect, especially between 1- and 24-h tests, with a faster increase of response levels compared 
to siCAT control group. But even if there was a decrease in the CS response level, bees were still 
able to differentiate the CS from the new odorants (for full statistical data, see Table S2). This 
result points toward a role of Amel_GluCl B in the generalization process rather than in olfaction. 
 
DISCUSSION 
Our study analyzed the different roles of each Amel_GluCl subunit in honeybee olfactory learning 
and memory, using siRNA injections targeting each subunit. We first confirmed siRNA’s 
specificity on each subunit protein level 24 hours after injections of siRNA: at this time no direct 
cross-knockdown was observed. As a result, we observed a significant decrease of protein level 
24 hours after injection for the two subunit variants. Interestingly, knockdown of Amel_GluCl B 
lasted a little longer, with knockdown effect visible up to 36 hours post-injection. During the 
behavioral procedure, knockdown of Amel_GluCl subunits affected the retrieval of the learned 
odor. Again, it is noteworthy to see that Amel_GluCl B knockdown showed another effect, a faster 
generalization of new odors.  
Results obtained for Amel_GluCl A and Amel_GluCl B knockdowns are consistent with the 
previous study of honeybee GluClα (El Hassani et al., 2012), where the knockdown of all 
Amel_GluCl subunits was effective 24 hours after injection and affected specifically the CS 
response rate. We recently described the precise anatomical localizations of both variants in the 
honeybee brain (Démares et al., 2013). A small population of neuropiles expressed both 
subunits, for instance the upper part of the central body and fibers around the vertical lobes 
(Démares et al., 2013). Involvement of GluCl neurotransmission in the CS pathway had been 
strongly suggested in the vertical lobes (Boumghar et al., 2012). Now, it is also plausible that the 
upper part of the central body has a role in the CS pathway. 
Here, the strategy of targeting each subunit separately allowed revealing not only the unique 
role of Amel_GluCl A in CS response, but also the extra-role of Amel_GluCl B in odor 
generalization. This putative difference in behavioral functions of Amel_GluCl subunits can be 
explained by different localizations of Amel_GluCl A and B in the honeybee brain. In fact, we 
recently observed that Amel_GluCl B is mainly detected in cell bodies while Amel_Glu A is 
detected in neuropiles (Démares et al., 2013). The knockdown of the somatic subunits can be 
linked to the more lasting effects of siGluB observed on protein level and behavior, especially on 
odor generalization.  
Concerning the behavioral paradigm, 2-nonanol was always used as a new odorant in all 
experiments. According to the generalization matrix (Guerrieri et al., 2005), this component was 
thought to elicit between 30% – 40% of PER response compared to CS odor, because it is as 
close as 1-nonanol than 2-hexanol structurally. Unfortunately, this PER response level was lower 
when 2-hexanol was used as CS odor, and higher with 1-nonanol as CS odor. This means that a 
five-trial conditioning will not induce the same amount of generalized response than those given 
in the matrix obtained with a three-trial conditioning (Guerrieri et al., 2005). Actually, this 
matrix should be referred to only when the exact same behavioral protocol is used, or rebuild 
with standardized PER classical conditioning (Matsumoto et al., 2012). Even if this misshape 
forced us to separate the data by CS-odor, it allowed us to detect the effect of Amel_GluCl B 
knockdown on new odors’ generalization.  





This odor generalization process is depending on age and social role of bees (Behrends et al., 
2007). Foragers with long foraging duration showed less generalization than foragers with short 
(< 15 days) foraging duration and nurse bees (Behrends et al., 2007). In honeybee societies, the 
different caste phenotypes are associated to different levels of methylated genes (Herb et al., 
2012). DNA methylation in honeybee, along with other species, occurred on genes with high 
degrees of conservation (Foret et al., 2009; Wang and Leung, 2009). Also, neuronal plasticity, on 
which are based learning and memory processes, had been characterized through alternative 
splicing related to cytosine methylation (Karambataki et al., 2010). So, the differential 
localizations and functions of GluCl subunits and, in a broader scheme, cys-loop LGIC’s different 
subunits, may be linked to DNA methylation, a conserved epigenetic mechanism related to 
alternative splicing (Flores et al., 2012; Zemach et al., 2010). The cys-loop LGIC superfamily had 
been reported to be conserved in several species (Dent, 2006), and many of these superfamily’s 
receptors were involved in olfactory learning and long-term memory in honeybee brain (for a 
review, see Himmelreich and Grünewald, 2012).  
Subsequently, an interesting parallel can be made with the nicotinic acetylcholine receptor 
subunit Amelα8. Indeed, also using RNA interference, Amelα8 had been characterized in the 
retrieval of olfactory memory, in the mushroom body vertical lobes (Louis et al., 2012). It will be 
interesting to investigate if these two LGIC receptors are expressed by the same cells. For 
instance, in Drosophila adult brain, GluCls are expressed in large ventrolateral neurons (LNvs), 
which mediate light avoidance behavior (Collins et al., 2012) and control rest and arousal 
(McCarthy et al., 2011). Those LNvs receive inputs from dorsal clock neurons DN1s. Cholinergic 
neurons will drive light avoidance behavior through nAChR on LNvs, whereas glutamate released 
from DN1s will inhibit light avoidance behavior through GluClα. However, the respective 
function of spliced variants for honeybee GluCl in circadian rhythms has to be investigated with 
a suitable paradigm. As we already described Amel_GluCl localization in optic lobes (Démares et 
al., 2013), we can hypothesize that siRNA-mediated knockdown may affect visual stimulus 
perception and maybe alter circadian rhythmicity. 
 
LIST OF SYMBOLS AND ABBREVIATIONS 
CAT: chloramphenicol acetyltransferase; CS: conditioned stimulus; GluCl: glutamate-gated 
chloride channel; LGIC: ligand-gated ion channel; NO: new odors; PER: proboscis extension 
reflex; siRNA: small-interfering ribonucleic acid; US: unconditioned stimulus. 
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Fig. 1. Evaluation of RNAi effect on Amel_GluCl A protein. (A) Immunoblot of Amel_GluCl A 
protein with different siRNA injections (siGluA, siGluB and control siCAT) at four post-injection 
time-points (12, 24, 36 and 48h). Actin (42-kDa band) was used as a control protein. Analyses 
were performed for (B) the 52-kDa band and (C) the 100-kDa band and quantifications were 
plotted as a relative intensity compared to actin. (B) Effect of specific siRNAs on the 52-kDa 
Amel_GluCl A protein levels (* P<0.05, Fischer LSD for intragroup differences between delays, # 
P<0.05, Fischer LSD for intradelay differences between groups – siGluA different from siGluB 
and control). (C) Effect of siRNAs on the 100-kDa Amel_GluCl A protein levels. Mean ± s.e.m. 
values were calculated based on four independent experiments (* P<0.05, ** P<0.01, post-hoc 
Fischer LSD on ‘time’ factor). 
 
Fig. 2. Evaluation of RNAi effect on Amel_GluCl B protein. (A) Immunoblot of Amel_GluCl B 
protein with different siRNA injections (siGluA, siGluB and control siCAT) at four post-injection 
time-points (12, 24, 36 and 48h). Actin (42-kDa band) was used as a control protein. Analyses 
were performed for (B) the 52-kDa band and (C) the 150-kDa band and quantifications were 
plotted as a relative intensity compared to actin. (B) Effect of specific siRNAs on the 52-kDa 
Amel_GluCl B protein levels (* P<0.05, Fischer LSD for intragroup differences between delays, # 
P<0.05, Fischer LSD for intradelay differences between groups – siGluB different from siGluA 
and control).  (C) Effect of siRNAs on the 150-kDa Amel_GluCl B protein levels. Mean ± s.e.m. 
values were calculated based on four independent experiments (* P<0.05, ** P<0.01, post-hoc 
Fischer LSD on ‘time’ factor).  
 
Fig. 3. Effect of Amel_GluCl subunit knockdown via siGluCl injection on olfactory PER 
conditioning. Left panels, acquisition curves for a five-trial olfactory PER conditioning; grey 
symbols, siCAT group; (A & B) yellow symbols, siGluA group; (C & D) blue symbols, siGluB. 
Retention performances are shown for CS odor (middle panels) and new odors (right panels) at 
different periods after conditioning; white bars, siCAT group; (A & B) black bars, siGluA group; 
(C & D) grey bars, siGluB. Numbers of animal injected and tested are indicated for each group. 
PER (%), percentage of animals that showed a conditioned response (PER) during CS 
presentation. (* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, McNemar for intragroup differences between 
delays, # P<0.05, Fischer exact test for intradelay differences between independent groups).  
 































5.1. Niveau Moléculaire : Expression des variants GluCls 
5.1.1 Amel_GluCl A et Amel_GluCl B (ARNm et protéines) 
Jusqu’à présent, les variants GluCls furent beaucoup étudiés chez plusieurs espèces de 
nématodes au moyen d’expériences de pharmacologie (Njue et al. 2004, Tandon et al. 
2006) et de localisations anatomiques (Dent et al. 1997, Portillo et al. 2003). Par les 
mécanismes d’épissage alternatif et d’édition d’ARN, une grande diversité de GluCl a été 
mise à jour dans plusieurs espèces d’insectes, comme par exemple Drosophila 
melanogaster (Semenov & Pak 1999) ou Tribolium castaneum (Jones & Sattelle 2007). 
Cependant, la localisation cellulaire et anatomique des variants GluCls n’a pas été 
clairement établie. Ici, nous avons décrit un profil précis d’expression et de localisation 
des variants GluCls, au niveau ARNm et protéines, dans le cerveau de l’abeille Apis 
mellifera. Les ARNm d’Amel_GluCl A et B sont exprimés dans les extraits de cerveaux 
entiers, aussi bien que dans des extraits de différentes parties isolées du cerveau.  
La différence la plus nette entre les deux sous-unités identifiées se situe au niveau de 
leur localisation subcellulaire. La sous-unité Amel_GluCl A est principalement située 
dans les neuropiles, alors que la sous-unité Amel_GluCl B est située dans les corps 
cellulaires. Mais ceci n’est pas mutuellement exclusif : Amel_GluCl A se trouve aussi dans 
quelques corps cellulaires dans la région du chiasme interne du lobe optique, et 
Amel_GluCl B est également détecté dans certaines régions neuropilaires, par exemple la 
région inférieure du corps central et dans quelques fibres entourant le lobe vertical. 
 
5.1.2. Amel_GluCl C 
Dans les expériences de RT-PCR, un résultat  surprenant fut l’identification d’un 
troisième ARNm de sous-unité GluCl, que nous avons nommé Amel_GluCl C. Il est 






été détecté dans les mêmes structures exprimant les ARNm Amel_GluCl A et B, c’est-à-
dire les lobes optiques, les lobes antennaires et les corps pédonculés. Cependant, une 
traduction in silico de cet ARNm aboutit à une protéine hypothétique tronquée ayant un 
poids moléculaire de 11,8 kDa (ExPaSy ProtoParam Tool). Cela est dû à un décalage 
d’une base du cadre de lecture et à l’apparition d’un codon stop précoce dans la 
séquence protéique. Ce codon stop est situé dans la région correspondant à la partie 
variable d’Amel_GluCl A. De fait, cette protéine tronquée correspond uniquement à la 
partie N-terminale de la sous-unité GluCl. Donc, bien que l’ARNm soit constitué à partir 
d’exons provenant du gène GluCl, cette protéine hypothétique ne peut pas être qualifiée 
de « sous-unité GluCl » au même titre que les variants A et B, car cette protéine ne 
pourrait pas constituer un canal ionique. 
 
5.2. Niveau Anatomique : Localisation Cellulaire & Subcellulaire des Variants 
GluCls 
5.2.1. Comparaison des immunomarquages Amel_GluCl A & B 
Les profils de marquages observés dans nos expériences peuvent être mis en relation 
avec de précédentes études anatomiques menées sur le cerveau d’abeille. Le marquage 
au niveau du lobe vertical est intéressant car, outre son organisation en strates 
(Strausfeld 2002), certaines fibres immunoréactives sont aussi détectées autour du lobe 
vertical. Elles pourraient faire partie d’un réseau latéral de la voie olfactive, décrit par 
Kirschner et al. (2006). Ce réseau latéral est composé de trois voies antenno-
protocérébrales médiolatérales (ml-APT), qui se distribuent vers trois régions 
distinctes : le triangle, le neuropile annulaire et le pont latéral. Ces régions sont 
constituées d’une accumulation d’axones et de terminaisons axonales provenant du lobe 
antennaire. Dans nos expériences, le neuropile annulaire est détecté avec les deux 
anticorps, alors que le triangle est clairement visible avec l’anticorps anti-Amel_GluCl B 
(Figure 32A & 32B). Le neurone ALF-1 pourrait correspondre à ces profils de 
marquage. En effet, il innerve le triangle, le neuropile annulaire et le neuropile des CP, et 
ses efférences se projettent sur les glomérules du LA (Kirschner et al. 2006) (Figure 32C 
& 32D). Strausfeld (2002) a également décrit des neurones intrinsèques dits 






neurones intrinsèques innervent la partie supérieure de la couche interne de l’anneau 
basal, et les axones se projettent sur les bords du lobe gamma et du lobe vertical. Tous 
ces profils de marquages sont cohérents avec ceux détectés dans nos expériences 
(Figures 24C & 32). 
 
 
Figure 32. Autour du lobe vertical... (A & B) Immunomarquage contre Amel_GluCl A et Amel_GluCl B 
– voir légende et échelle en figure 25. (C & D) Projection et reconstruction du neurone ALF-1, d’après 
Kirschner et al. 2006. Ce neurone, dont le soma (s) se situe entre le lobe gamma (γ) et le lobe 
antennaire (LA), contourne le lobe vertical (v) pour se projeter vers le réseau latéral, avec le triangle 
(tr) et le neuropile circulaire (rn). Cette bifurcation signalée par le cercle rouge, est bien visible avec le 
marquage anti-Amel_GluCl B. CP : corps pédonculé ; cm : calice médian ; cl : calice latéral. Échelle : 
100 µm. 
 
Un autre profil concernant le neuropile annulaire et impliquant le complexe central peut 
correspondre à notre marquage. Le tractus reliant le tubercule optique au lobe 
accessoire contourne latéralement le lobe vertical et connecte le tubercule optique 
antérieur (anterior optic tubercle, AOTu) au complexe central, et spécifiquement la 
division inférieure du corps central (Mota et al. 2011) (Figure 33A). Dans nos 
expériences, bien qu’Amel_GluCl A soit détecté à travers tout le complexe central, 
Amel_GluCl B est strictement localisé dans la partie inférieure (Figure 33C) et autour du 
lobe vertical (Figure 33D). L’AOTu et la corne latérale sont aussi immunomarqués mais 







Figure 33. ... vers le 
corps central.  
(A) Révélation des 
neurones de la voie 
du TALT (tubercle-
accessory lobe tract) 
par injection d’un 
traceur au niveau du 
lobe accessoire latéral 
(LAL). Cette voie 
connecte le tubercule 
optique antérieur 
(AOTu) aux divisions 
inférieure (di) et 
supérieure (ds) du 
corps central (CB) en 
contournant le lobe 
vertical. D’après Mota 
et al. 2011.  
(B) Interneurone avec 
des arborisations 
diffuses dans toute la 
division inférieure du corps central, et des branchements assez répandus dans le LAL ; le corps 
cellulaire se trouve au niveau du LA. Echelle : 100 µm. D’après Homberg 1985. (C & D) 
Immunomarquage contre Amel_GluCl B au niveau du corps central et du lobe vertical, respectivement 
– voir légendes en figures 25 & 27 – et au niveau des lobes antennaires (E) avec des corps cellulaires 
nettement marqués, indiqués par les flèches. LA : lobes antennaires ; ped : pédoncule ; cm : calice 
médian. Echelle : 200 µm. 
 
 
L’AOTu est connecté au lobe optique par le tractus optique antérieur. Celui-ci véhicule 
les informations de la medulla et de la lobula du lobe optique. Les neurones de la lobula 
envoient des afférences vers l’AOTu via les neurones en colonnes qui ont leurs dendrites 
dans les couches proximales (Mota et al. 2011). Ceci reste cohérent avec le marquage  
d’Amel_GluClA détecté dans la lobula (Figure 34).  
 
 
Figure 34. Lobe optique. (A) Ségrégation des afférences du lobe optique vers le tubercule optique 
antérieur (AOTu). L’injection de dextran révèle les afférences visuelles provenant de la medulla (Me) 
et de la lobula (Lo). Les corps cellulaires des neurones transmedullaires sont visibles du côté distal de 
la medulla. D’après Mota et al. 2011. (B & C) Immunomarquage contre Amel_GluCl A et Amel_GluCl 






D’autres neurones peuvent être comparés à nos résultats, notamment les neurones VUM 
(ventral unpaired median) sous-œsophagiens, décrits par Schröter et al. (2006). Les 
neurones VUM centraux innervent les lobes antennaires, les lobes protocérébraux 
(incluant les cornes latérales) et les calices des CP ; leurs corps cellulaires se situent en 
position ventrale au niveau du GSO. Le premier neurone VUM décrit, le VUMmx1 
(nommé d’après la classification de Rehder 1988), est intéressant du fait qu’il innerve 
plusieurs –voire tous– les glomérules du LA ainsi que les lèvres et l’anneau basal dans le 
CP, et pas le collier (Schröter et al. 2006), (Figure 35A), et qu’il entre dans les CP par la 
même voie qu’empruntent les voies l-APT et m-APT (Abel et al. 2001). Cela pourrait 
correspondre à nos marquages obtenus avec anti-Amel_GluCl A dans ces structures 
(Figure 35B & 35C) et peut être relié au réseau latéral précédemment décrit. 
Seulement, la localisation somatique de ce neurone ne correspond pas parfaitement avec 
nos marquages dans le GSO (Figure 35E, voir aussi Figure 28). Un autre neurone VUM, 
le VUMmd4, serait également un bon candidat pour la comparaison avec 
l’immunomarquage des récepteurs GluCls. Sa fibre dorsale innerve le neuropile en-
dessous des calices, et sa fibre ventrale innerve le lobe protocérébral autour du lobe 
vertical (Schröter et al. 2006), comme les fibres que nous avons observées autour du 
lobe vertical (Figure 35D, voir aussi Figure 25).  
 
Figure 35. Comparaison 




schématique de deux 
neurones VUM qui se 
projettent vers le 
protocérébrum 
supérieur, d’après 
Schröter el al. 2006. Le 
neurone VUMmx1 est 
surtout connu pour le 
support du stimulus 
inconditionnel dans un 
apprentissage olfactif. Il 
se projette donc vers les 
structures impliquées 
dans cet apprentissage, 
à savoir les corps 
pédonculés (CP), les lobes antennaires (LA) et les cornes latérales. Le neurone VUMmd4 se projette 
vers le pédoncule et autour du lobe vertical (Lv). Les neurones VUM possèdent leurs somas à la base 
du ganglion sous-œsophagien (GSO). (B & C) Immunomarquage contre Amel_GluCl A des CP et du 
LA, respectivement – voir légendes en figures 23 & 24. (D & E) Immunomarquage contre Amel_GluCl 







5.2.2. Quels rôles pour les sous-unités Amel_GluCl A et Amel_GluCl B ? 
Nous avons observé que l’immunomarquage d’Amel_GluCl A et B pouvait se trouver 
dans les mêmes structures, par exemple au niveau de fibres autour du lobe vertical ou 
dans la partie inférieure du corps central. Cela suggère que des hétéromultimères 
composés des deux variants d’épissage peuvent exister dans différentes structures du 
cerveau, comme observé précédemment pour les sous-unités des canaux récepteurs 
GABA chez Caenorhabditis elegans (Bamber et al. 2003). La sous-unité UNC-49B du 
récepteur GABA s’assemble avec UNC-49C pour former un récepteur hétéromérique 
(Bamber et al. 2003). L’association d’Amel_GluCl A/B avec des sous-unités non-GluCls 
pourrait également exister dans le cerveau de l’abeille. En effet, l’association de sous-
unités GluCl et RDL a été observée au niveau de la tête de drosophile (Ludmerer et al. 
2002). Dans le cerveau de drosophile, les sous-unités RDL sont réparties dans la partie 
inférieure du corps central mais pas dans la partie supérieure (Harrison et al. 1996). Des 
hétéromultimères composés des sous-unités Amel_GluCl A et RDL pourraient être 
exprimés dans la partie inférieure du CC. Une autre possibilité serait l’expression de 
récepteurs homomériques dans un même compartiment subcellulaire, et peut-être 
accompagnée du variant C dans ces structures, s’il est bien exprimé. En effet, la présence 
d’un seul variant dans la partie supérieure du corps central, à savoir Amel_GluCl A, 
suggère fortement la présence de récepteurs GluCls homomériques dans cette structure 
du cerveau. 
L’immunomarquage de GluCl a aussi été détecté dans le GSO, notamment dans les fibres 
médianes, que l’on peut rapprocher des neurones VUM. Mais bien que le lien entre 
neurones VUM et GluCl fasse défaut dans la littérature, les GluCls ont été observés au 
niveau d’autre neurones impairs médians, les neurones DUM (dorsal unpaired median ; 
Raymond et al. 2000 ; Janssen et al. 2007). Ces neurones partagent plusieurs similitudes 
avec les neurones VUM, dans leurs morphologies et leurs physiologies générales 
(Schröter et al. 2006). En fait, ils sont très probablement homologues, car ils se 
développent à partir d’un unique neuroblaste médian, à des stades précoces de 
développement (pour revue, voir Braünig et Pflüger 2001). Nos résultats suggèrent donc 






La transmission glutamatergique a également été observée, de manière prédominante, 
dans différentes cellules de lobe optique d’abeille (Bicker et al. 1988 ; Kucharski et al. 
2000). La détection des variants GluCls dans les lobes optiques nous amène à penser à 
un rôle de ces protéines dans les processus visuels (Mota et al. 2011). 
L’immunomarquage du glutamate a été observé au niveau de l’AOTu, chez l’abeille 
(Bicker et al. 1988 ; Bicker 1999), de même que la transmission glutamatergique a été 
décrite au niveau des structures du complexe central, dans le cerveau de drosophile 
(Sinakevitch-Pean et al. 2001 ; Kahsai et al 2012). Puisqu’Amel_GluCl B est détecté dans 
la partie inférieure du CC, il pourrait alors être impliqué dans le traitement du signal issu 
de la lumière polarisée (Homberg et al. 2011). L’information visuelle constitue 
probablement une part importante des entrées sensorielles, mais ce n’est certainement 
pas la seule modalité sensorielle représentée dans le complexe central (Homberg, 2008). 
Ainsi, Amel_GluCl A pourrait participer au traitement de différentes modalités 
sensorielles. 
 
5.3. Implication différentielle des variants GluCls dans le rappel de la mémoire 
olfactive 
L’étude que j’ai réalisée a permis d’analyser les différents rôles de chaque sous-unité 
Amel_GluCl dans l’apprentissage olfactif et la mémoire, en utilisant des injections de 
siRNA pour pouvoir étudier chaque sous-unité séparément. Nous avons d’abord 
confirmé la spécificité des siRNA sur le taux d’expression de chaque protéine 24 heures 
après injections des siRNA : à ce délai, nous n’avons pas observé de répression croisée 
directe. En conséquence, nous avons observé une réduction significative de taux de 
protéine 24 heures après injection de siRNA, et ceci pour chaque sous-unité. De manière 
intéressante, la répression d’Amel_GluCl B dure un peu plus longtemps, avec un effet de 
répression visible jusqu’à 36 heures post-injection. Pendant la procédure 
comportementale, la répression des sous-unités Amel_GluCl affecte le rappel de l’odeur 
apprise. Il est intéressant de constater que la répression d’Amel_GluCl B révèle un effet 








5.3.1. Comparaison avec les données pharmacologiques 
Les différentes caractéristiques pharmacologiques des récepteurs Amel_GluCls, ainsi que 
leur participation aux processus de mémoire et d’olfaction, ont été étudiées dans notre 
équipe par l’intermédiaire d’agents pharmacologiques. Par des expériences 
d’électrophysiologie, il a été démontré que les courants chlore induits par du glutamate 
sont sensibles à la picrotoxine et au fipronil, sur les cellules de lobes antennaires de 
pupe et d’adulte (Barbara et al. 2005, El Hassani et al. 2009). A noter que ces deux 
molécules sont connues comme bloqueurs de courants GABA (Cole et al. 1993, fFrench-
Constant et al. 1993) et cela a été également démontré chez l’abeille (Barbara et al. 2005, 
Dupuis et al. 2010). L’influence de la PTX sur le profil glomérulaire des réponses aux 
odeurs a permis de mettre en avant la présence de deux réseaux d’inhibition au niveau 
du lobe antennaire – l’un sensible à la PTX, l’autre insensible (Sachse & Galizia 2002). 
Cette différence de sensibilité se retrouve aussi au niveau des canaux chlore, sur 
lesquels la PTX induit un blocage partiel et réversible (Barbara et al. 2005, Dupuis et al. 
2010, Grünewald & Wersing 2008). Ceci a permis de suggérer l’existence de deux types 
de récepteurs au glutamate (Barbara et al. 2005) et deux types de récepteurs au GABA 
(Dupuis et al. 2010) ; dans ce dernier cas, il s’agit d’un récepteur homomérique sensible 
à la PTX constitué de la sous-unité RDL, et d’un éventuel récepteur hétéromérique RDL-
LCCH3 insensible à la PTX. Dans le cas du récepteur au glutamate, le courant chlore 
induit par le glutamate était constitué de deux phases : une phase à composante 
transitoire, rapidement activée et désensibilisée, et sensible à la PTX ; et une deuxième 
phase à composante soutenue, qui se désensibilise beaucoup plus lentement et qui est 
insensible à la PTX (Barbara et al. 2005). Seule la phase à composante transitoire rapide 
a été enregistrée sur les cellules de LA d’adulte (El Hassani et al. 2009). De plus, les 
enregistrements en patch-clamp se sont effectués sur les corps cellulaires, où l’on trouve 
Amel_GluCl B. Donc une hypothèse serait que les deux phases sont sous-tendues par des 
canaux qui différent dans leur composition en sous-unités ; et – si l’on se base sur 
l’exemple des récepteurs GABA – la phase transitoire rapide serait supportée par des 
récepteurs homomériques Amel_GluCl B, et l’autre phase par des récepteurs 
hétéromériques A/B. En corollaire de cette hypothèse, la sous-unité Amel_GluCl B serait 







A noter que ces deux composantes ont été observées chez la blatte Periplaneta 
americana mais par rapport à leur sensibilité au fipronil (Narahashi et al. 2010). 
Par ailleurs, l’effet de ces molécules – fipronil et PTX, ainsi qu’ivermectine – a été étudié 
dans des expériences de comportement, notamment de mémoire olfactive (El Hassani et 
al. 2005, 2008, 2009, Boumghar et al. 2012). A faible dose, l’injection thoracique de 
fipronil ou d’ivermectine une heure avant le conditionnement affecte la mémoire à long-
terme, et cet effet est aboli avec la co-injection de L-trans-PDC, un bloqueur des 
transporteurs du glutamate (El Hassani et al. 2008, 2009). Curieusement, à forte dose, le 
fipronil et l’ivermectine n’ont plus d’effet sur la mémoire, ce qui peut suggérer un 
mécanisme de compensation entre les systèmes GABAergiques et glutamatergiques (El 
Hassani et al. 2008).  
Pour séparer ces deux systèmes et les cibler plus spécifiquement, une stratégie 
consistait à utiliser l’interférence ARN : cela a été fait pour GluClα (El Hassani et al. 
2012). Dans cette étude, la répression de toutes les sous-unités Amel_GluCl était efficace 
24 heures après injection et affectait spécifiquement le taux de rappel à l’odeur apprise. 
Les résultats obtenus dans cette étude sont cohérents avec ceux obtenus pour les 
répressions d’Amel_GluCl A et d’Amel_GluCl B. Cependant, bien que l’expression 
d’Amel_GluCl B soit a priori réprimée, il n’a pas été observé de généralisation du PER 
pour de nouvelles odeurs suite à l’injection d’un siRNA ciblant une partie commune aux 
deux variants. 
L’hypothèse de la différence de sensibilité des sous-unités Amel_GluCls à la PTX pourrait 
permettre d’expliquer cet effet de généralisation. L’effet de la PTX a été caractérisé sur 
l’activité d’oscillations induite par la présentation d’odeurs : la PTX perturbe la 
synchronisation des oscillations de groupes de neurones de projections, et affecte la 
discrimination d’odeurs similaires – mais pas dissimilaires (Hosler et al. 2000, Stopfer et 
al. 1997). Cela affecte également le code glomérulaire de représentation des odeurs 
(Sachse & Galizia 2002), indiquant un rôle essentiel de la neurotransmission inhibitrice 
rapide dans le codage olfactif. En observant que la PTX n’abolissait pas entièrement la 
réponse aux odeurs et affectait partiellement la discrimination, les mêmes auteurs ont 
suggéré que le modèle de codage olfactif chez l’abeille repose sur deux systèmes 
inhibiteurs indépendants – l’un sensible à la PTX, l’autre insensible (Sachse & Galizia 






sensible à la PTX, impliqué dans le processus de discrimination/généralisation olfactive. 
Seulement, jusqu’à présent, les articles mentionnés ci-dessus ne se sont focalisés que sur 
le lobe antennaire, premier neuropile impliqué dans le traitement de l’information 
olfactive, et n’ont pas reporté d’effet de la PTX sur la mémoire. Récemment, des 
injections de PTX au niveau des lobes verticaux des CP ont révélé un effet sur la 
mémoire à long terme précoce (Boumghar et al. 2012). En utilisant également le L-trans-
PDC, les auteurs ont pu évaluer la part des deux systèmes inhibiteurs, GABAergique et 
glutamatergique, au niveau des lobes verticaux, régions de sortie des informations 
olfactives. Les deux systèmes sont décrits dans un état de transition entre deux 
processus, la saillance du SC et la consolidation/reconsolidation. La saillance du SC 
serait soutenue par la neurotransmission GluCl, alors que consolidation/reconsolidation 
seraient véhiculées par les récepteurs GABA sensibles à la PTX (Boumghar et al. 2012).  
Au vu des hypothèses avancées ici, la situation pourrait être plus complexe : le système 
de transmission GluCl prendrait part aussi bien à la discrimination olfactive qu’au 
processus de restitution. Les récepteurs homomériques sensibles à la PTX (i.e. 
Amel_GluCl B) seraient impliqués dans la discrimination olfactive, tandis que les 
récepteurs insensibles à la PTX (i.e. Amel_GluCl A et/ou Amel_GluCl A/B) seraient 
impliqués dans le rappel. Il serait intéressant de chercher si des récepteurs hybrides 
RDL-GluCl existent chez l’abeille, comme chez Drosophila melanogaster (Ludmerer et al. 
2002) et identifier dans quel(s) processus ils interviendraient. Mais l’absence de 
désensibilisation croisée entre GABA et récepteur GluCl et entre glutamate et récepteur 
RDL (Barbara et al. 2005, El Hassani 2009), nous indiquent que ces sous-unités ne 
forment pas de récepteurs hybrides. 
Les récepteurs GluCls sont notamment nécessaires pour le rappel du stimulus 
conditionné (El Hassani et al. 2012). Les lobes verticaux des CP, où les GluCls sont 
présents, ont un rôle majeur dans les processus de rappel (Lozano et al. 2001). Ce 
processus comportemental peut impliquer l’inhibition du PE1 (pedunculus-extrinsic 
neuron 1) qui diminue son intensité de décharge au moment de la présentation d’un 
stimulus conditionnel récompensé (Okada et al. 2007). Les neurones PE1 envoient leurs 
projections au lobe vertical (Okada et al. 2007 ; Grünewald et al. 1999), ce qui fait des 
récepteurs GluCl de bons candidats pour l’inhibition de décharge des PE1 dans le lobe 






Nous avons décrit précédemment les différentes localisations anatomiques de chaque 
variant dans le cerveau de l’abeille. Une petite population de neuropiles expriment les 
deux sous-unités ensemble, par exemple la partie supérieure du corps central et des 
fibres autour du lobe vertical (Démares et al. 2013). La participation de la 
neurotransmission GluCl dans la voie du SC a été fortement suggérée dans les lobes 
verticaux (Boumghar et al. 2012). Quant au corps central, la participation de la division 
supérieure dans la voie du SC n’a pas été avérée jusqu’à maintenant, mais elle reste 
plausible. 
Ici, notre stratégie de ciblage de chaque sous-unité nous a permis de révéler non 
seulement l’unique rôle d’Amel_GluCl A dans le rappel du SC, mais aussi le rôle 
supplémentaire d’Amel_GluCl B dans la généralisation olfactive. Ces implications 
comportementales différentielles des sous-unités Amel_GluCl peuvent être expliquées 
par les différentes localisations d’Amel_GluCl A et B dans le cerveau d’abeille. En effet, 
nous avons observé qu’Amel_GluCl B est principalement détecté dans les corps 
cellulaires alors qu’Amel_GluCl A est détecté dans les neuropiles (Démares et al. 2013). 
La répression des sous-unités somatiques peut être liée à des effets plus longs de siGluB, 
observés sur le niveau de la protéine et du comportement, notamment sur la 
généralisation olfactive. 
 
5.3.2. Hypothèse sur la fonction d’Amel_GluCl C 
Un récepteur métabotropique tronqué et qui lie le glutamate a été décrit chez le ver plat 
Schistosoma mansoni, et il a été montré que des dimères de cette protéine qui lie le 
glutamate résistent à la dénaturation sur SDS-PAGE (Taman & Ribeiro 2011). De plus 
chez l’abeille, un ARNm tronqué de la sous-unité α7 du récepteur nicotinique à 
l’acétylcholine a été décrit (Jones et al. 2006). La protéine tronquée qui en résulte a été 
comparée à une protéine de mollusque qui lie l’acétylcholine, et permettrait de moduler 
la transmission synaptique cholinergique (Smit et al. 2003). Par ailleurs, chez l’écrevisse 
Astacus astacus, il a été suggéré que des courants chlore induits par du glutamate sont 
engendrés par l’activation de transporteurs de glutamate (Dudel 2005). Il a été suggéré 






sinon sur la même sous-unité – que le canal anionique (Leary et al. 2007, Otis & Jahr 
1998, Ryan et al. 2004, Ryan & Vandenberg 2005). 
Concernant l’abeille, des travaux menés dans notre équipe ont montré qu’une co-
injection de L-trans-PDC, bloqueur des transporteurs de glutamate, permettait de 
restaurer un défaut de mémoire induit par l’injection de fipronil (El Hassani et al. 2008, 
2009), proposant par la même occasion un rôle des récepteurs GluCls dans la mémoire.  
La protéine issue du variant C, identique à Amel_GluCl B sur le début de sa séquence, 
contiendrait un site de fixation du glutamate. Si les variants B et C forment des 
récepteurs « hétéromériques », nous pouvons suggérer qu’Amel_GluCl C pourrait jouer 
un rôle de sous-unité régulatrice qui lierait le glutamate et Amel_GluCl B un rôle de 
transporteur de glutamate. 
 
5.3.3. Expression uniquement neuronale ? Vers un variant glial 
Cette hypothèse « récepteur GluCl – transporteur de glutamate » permettrait également 
d’expliquer la différence de localisation subcellulaire des deux variants ; en particulier, 
la localisation somatique du variant Amel_GluCl B.  
Plusieurs transporteurs du glutamate EAAT (excitatory amino acid transporter) ont été 
caractérisés : les transporteurs EAAT1-3 sont exprimés dans le système nerveux central 
– neurones et glie – et sont caractérisés par une conductance Na+/K+ (Arriza et al. 1994, 
Bridges & Essingler 2005). Les deux autres transporteurs de glutamate, EAAT4 et 
EAAT5, nous intéressenr particulièrement ici car ils possèdent une conductance chlore. 
Ainsi, au moment de lier le glutamate et de l’internaliser, des ions Cl- passent également 
la membrane (Dehnes et al. 1998, Eliasof & Werblin 1993, Fairman et al. 1995). Le 
transporteur EAAT5 n’est exprimé qu’au niveau des neurones de la rétine (Arriza et al. 
1997, Eliasof & Jahr 1996), alors que le transporteur EAAT4 a été caractérisé dans des 
cellules gliales (Hu et al. 2003).  
Mise à part l’absence de myéline chez les invertébrés, les cellules gliales partagent des 
fonctions similaires entre vertébrés et invertébrés, notamment la recapture du 
glutamate (Freeman & Doherty 2006, Murai & Van Meyel 2007, Tsacopoulos 2002). La 






cellules gliales, et permet ainsi l’internalisation du neurotransmetteur dans la cellule 
gliale ; celle-ci synthétise du GABA à partir du glutamate et le renvoie vers le neurone 
pré-synaptique. 
Dans les années 1990, un marqueur glial a été identifié dans le cerveau de drosophile : il 
s’agit de la protéine repo (reversed polarity), un facteur de transcription impliqué dans la 
régulation de gènes requis pour le développement glial (Xiong et al 1994). Peu de temps 
après, un anticorps contre cette protéine a été développé et utilisé sur des embryons de 
drosophile (Halter et al. 1995) puis chez d’autres insectes tels que Locusta migratoria, 
Manduca sexta ou Schistocerca gregaria (Boyan et al. 2002, Gibson et al. 2001, Boyan & 
Williams 2004 ; pour revues, voir Edwards & Meinertzhagen 2010 et Oland & Tolbert 
2011). Chez l’abeille Apis mellifera, les travaux de Hähnlein & Bicker (1996, 1997) ont 
permis de décrire le rôle de différents types de cellules gliales dans les processus de 
structuration, maturation et stabilisation des compartiments neuropilaires depuis 
l’embryon jusqu’à l’adulte. Une partie des marquages réalisés est présentée en Figure 







 (D) Le marquage Amel_GluCl B comparable est retrouvé au niveau des cellules de Kenyon internes, 
principalement (teinte rouge-orangée : marquage noyau ; teinte bleutée : colocalisation Amel_GluCl B 
et noyau). Le marquage glial du GSO (E) délimite bien son contour au niveau des somas neuronaux 
(ns), mais il y a très peu de marquage Amel_GluCl B à ce niveau (F). Le lobe vertical est entouré 
d’une couche de cellules gliales (G), à la manière de ce que l’on a observé précédemment pour 
Amel_GluCl B (H). De même, le corps central est entouré de cellules gliales (I), notamment entre la 
division inférieure et supérieure. (J) Le marquage Amel_GluCl B/noyau dans cette structure est 
également observé. (A, C, E, G, I – D’après Hähnlein & Bicker 1997)  
Figure 36. Comparaison du marquage glial anti-repo sur coupes 
de cerveau d’abeille et du marquage Amel_GluCl B. (A) 
marquage glial des corps cellulaires (s) autour du LA et du 
tractus du nerf antennaire (t). Pas de marquage en revanche 
dans les glomérules (g) ou le neuropile central (c). Le marquage 
Amel_GluCl B (B) est relativement similaire à ce marquage glial. 
(C) Marquage glial des cellules de Kenyon au niveau des calices 






Enfin, la même année, au Symposium des Sciences Moléculaires chez l’Insecte à 
Amsterdam, un travail portant les enzymes métaboliques associées à la glie9 montrait, 
entre autres, la localisation de la glutamine synthétase, qui utilise le glutamate comme 
substrat. De manière intéressante, les marquages étaient assez proches de ce que j’ai 
obtenu avec le variant Amel_GluCl B, mais jusqu’à maintenant, ces résultats n’ont pas 
encore fait l’objet d’une publication. 
Le schéma présenté en Figure 37 illustre cette hypothèse en plaçant les récepteurs 
homomériques Amel_GluCl B au niveau des cellules gliales. Cela suppose également que 
le processus de généralisation/discrimination est dépendant des cellules gliales. 
 
Figure 37. Rôles des récepteurs GluCls dans la transmission de l’information olfactive dans le 
cerveau de l’abeille. Dans le lobe antennaire, un neurone olfactif cholinergique fait synapse avec un 
neurone de projection qui véhiculera l’information olfactive vers les centres supérieurs (corps 
pédonculés). Pour moduler cette information, un interneurone local inhibe le neurone de projection via 
les neurotransmissions GABAergiques et glutamatergiques ; ici, seuls les récepteurs GluCls sont 
représentés, à la lumière des résultats obtenus et des hypothèses formulées dans ce manuscrit. En 
jaune, Amel_GluCl A ; en bleu, Amel_GluCl B ; en vert au niveau de la cellule gliale, Amel_GluCl C. 
Pour une explication sur l’hypothèse de la sous-unité Amelα8 du nAChR, voir le chapitre 6.1.4. 
                                                             
9 A.Shah, D.Münch, G.Amdam – Glia associated metabolic enzymes in the honey bee brain – 6th International 







5.3.4. De l’utilisation de la matrice de Guerrieri 
Concernant le paradigme comportemental, le 2-nonanol a toujours été utilisé comme 
nouvelle odeur dans toutes les expériences. En se référant à la matrice de généralisation 
(Guerrieri et al. 2005), ce composé ne doit déclencher que 30 à 40% de réponse de REP 
comparé à la réponse à l’odeur conditionnée, car il est structurellement aussi proche du 
1-nonanol que du 2-hexanol. Ce résultat n’a pas été retrouvé avec le paradigme 
comportemental que nous avons utilisé. En effet, le taux de REP était plus faible quand le 
2-hexanol était utilisé comme SC, et plus élevé quand le 1-nonanol servait de SC. Cela 
signifie qu’un conditionnement en cinq essais n’induit pas le même taux de 
généralisation que celui observé dans la matrice, obtenu à partir d’un conditionnement 
en trois essais (Guerrieri et al. 2005). De fait, cette matrice devrait être utilisée 
uniquement quand le même protocole expérimental est utilisé, ou alors, il faut refaire 
cette matrice dans une procédure de conditionnement de PER standardisée (Matsumoto 
et al. 2012). Même si ce contretemps nous a forcés à séparer les données par odeur de 
conditionnement, il nous a permis de détecter l’effet de la répression d’Amel_GluCl B sur 








Ouvertures & Perspectives 
 
6.1. Ouverture 
6.1.1. De la généralisation à la méthylation 
Le processus de généralisation olfactive est dépendant de l’âge et du rôle social des 
abeilles (Behrends et al. 2007). Les butineuses ayant une longue activité de butinage 
montrent moins de généralisation que des butineuses ayant une activité plus courte 
(<15 jours) et des nourrices (Behrends et al. 2007). Dans les sociétés d’abeilles, les 
différences phénotypiques entre castes sont associées à différents niveaux de gènes 
méthylés (Herb et al. 2012). La méthylation d’ADN chez l’abeille, aussi bien que dans 
d’autres espèces, a lieu sur des gènes qui possèdent un fort degré de conservation (Foret 
et al 2009; Wang and Leung 2009). De plus, la plasticité neuronale, sur laquelle sont 
basés les processus d’apprentissage et de mémoire, a été caractérisée par 
l’intermédiaire de l’épissage alternatif lié à la méthylation de  cytosine (Karambataki et 
al. 2010).  
 
6.1.2. Hypothèses supplémentaires sur le variant Amel_GluCl C 
La méthylation d’ADN chez l’abeille, mais aussi chez d’autres insectes, est liée à la caste 
et au statut reproducteur (Flores et  al. 2012, Herb et al. 2012, Smith et al. 2012). Ainsi le 
génome de la reine n’aura pas le même profil de méthylation que le génome d’une 
ouvrière (Kucharski et al. 2008, Lyko et al. 2010). L’état de méthylation de l’ADN a été 
fortement corrélé à différents variants d’épissage ; d’où l’hypothèse selon laquelle 
l’épissage alternatif serait un des mécanismes par lequel la méthylation est reliée à la 
régulation de gènes, et serait donc le support d’une certaine flexibilité phénotypique 
(Lyko et al. 2010, Foret et al. 2012). Plusieurs acteurs intervenant dans la destinée 
sexuelle des abeilles ont été caractérisés : par exemple l’enzyme Dnmt3 (DNA 





methyltransferase) ou un homologue du gène gemini (Kucharski et al. 2008, Jarosch et al. 
2011) intervenants dans la différenciation reine/ouvrière ; ou bien la protéine Csd 
(Complementary sex determiner) et les transcrits du gène fem (feminizer) impliqués dans 
la différenciation mâle/femelle (Nissen et al. 2012). Dans les cas des gènes gemini et fem, 
l’épissage alternatif est directement impliqué, et des exons spécifiquement caractérisés. 
Par exemple dans le cas du gène fem, il y a apparition d’un codon stop au niveau de 
l’exon 3 de l’ARNm exprimé chez les mâles10. Pour rappel, la traduction in silico du 
variant C aboutit également à l’apparition d’un codon stop au niveau de l’exon 3. 
Concernant les variants GluCls, il serait intéressant de vérifier par expériences de RT-
PCR si les variants d’épissage Amel_GluCl sont tous exprimés chez les individus 
reproducteurs, reine ou mâle, comme chez les ouvrières que nous avons étudiées. 
Récemment, l’analyse des protéines exprimées au niveau des antennes d’abeilles mâles 
et de butineuses a révélé une différence de régulation : les mâles expriment 
principalement des protéines liées au métabolisme des acides gras, à l’anti-oxydation et 
au repliement de protéines – qui sous-tendent la détection et dégradation de 
phéromones sexuelles ; et les butineuses expriment plutôt des protéines liées au 
métabolisme des glucides et aux transporteurs moléculaires – qui sous-tendent une 
forte demande en énergie et en protéines qui lient les odeurs pour l’activité de butinage 
(Feng et al. 2011).  
Ces exemples nous indiquent que l’expression du génome est différente en fonction de la 
caste, du statut reproducteur, et du degré de ploïdie de l’individu. Chez les abeilles, les 
mâles sont haploïdes et les femelles, ouvrière et reine, sont diploïdes. Par conséquent, je 
fais les hypothèses suivantes : 1) le variant Amel_GluCl A, impliqué dans le rappel, est 
exprimé chez toutes les abeilles ; 2) le variant Amel_GluCl B, impliqué dans la 
discrimination, serait plutôt exprimé chez les butineuses, du fait de leur activité ; et 3)  le 
variant Amel_GluCl C serait exprimé chez les mâles et/ou les reines (femelles 
reproductrices) pour améliorer la transmission glutamatergique et favoriser la détection 
de phéromones. Une première vérification pourrait être faite rapidement par RT-PCR et 
par immunomarquage. 
                                                             
10 Dans le cas de gemini, l’absence d’exon 5 dans l’ARNm aboutit à l’activation des ovaires chez l’abeille. Dans le 
cas de fem, et en l’absence de la protéine Csd chez les abeilles mâles, la traduction du transcrit aboutit à 
l’apparition d’un codon STOP au niveau de l’exon 3. 





6.1.3. De la méthylation aux LGIC 
Ces localisations et fonctions différentielles des sous-unités GluCls et, à plus large 
échelle, des différentes sous-unités des récepteurs LGIC, pourraient être liées à la 
méthylation d’ADN, un mécanisme épigénétique conservé, lié à l’épissage alternatif 
(Flores et al. 2012, Zemach et al. 2010). La superfamille des LGIC à boucle cystéine a été 
décrite comme étant une famille conservée dans plusieurs espèces (Dent 2006), et 
plusieurs récepteurs de cette superfamille, notamment les récepteurs au GABA et les 
nAChR, sont impliqués dans l’apprentissage olfactif et la mémoire à long-terme dans le 
cerveau d’abeille (pour revue, voir Himmelreich & Grünewald, 2012).  
 
6.1.4. Quelques liens entre GluCl et nAChR 
En conséquence, un parallèle intéressant peut être établi avec les sous-unités des nAChR 
d’abeille, Amelα8. En effet, en utilisant également l’interférence ARN, la sous-unité 
Amelα8 a été caractérisée dans le rappel de la mémoire olfactive, dans les lobes 
verticaux des corps pédonculés (Louis et al. 2012). De plus, il a été suggéré que le lobe 
vertical serait un site d’interaction potentiel des neurones cholinergiques et 
glutamatergiques (El Hassani et al. 2012). Il serait intéressant de savoir si ces deux 
récepteurs LGIC sont exprimés par les mêmes cellules. Par exemple, dans le cerveau de 
drosophile adulte, les récepteurs GluCls sont exprimés dans les grands neurones ventro-
latéraux (LNvS), qui véhiculent le comportement d’évitement de lumière et contrôlent 
l’état de veille/sommeil (Collins et al. 2012, McCarthy et al. 2011). Ces neurones LNvS 
reçoivent des afférences provenant des neurones-horloges dorsaux DN1S. Des neurones 
cholinergiques vont activer le comportement d’évitement de lumière par l’intermédiaire 
de nAChR sur les neurones LNvS, alors que le glutamate libéré des neurones DN1S va 
inhiber ce comportement par l’intermédiaire des récepteurs GluClα. Cependant, la 
fonction respective des variants d’épissage de GluCl  de drosophile n’a pas été explorée 
dans ces études. Grâce aux outils dont nous disposons, il serait intéressant d’évaluer la 
participation de chaque variant GluCl d’abeille dans les rythmes circadiens. Comme nous 
avons déjà décrit la localisation d’Amel_GluCl dans les lobes optiques (Démares et al. 
2013), nous pouvons faire l’hypothèse que la répression induite par siRNA peut affecter 





la perception des stimuli visuels. Il peut aussi être envisagé que l’expression des 
récepteurs GluCls chez l’abeille soit soumise à une rythmicité circadienne.  
  
6.1.5. Vers la modulation et le rôle des GluCls, au niveau de la colonie et  au niveau de la 
vie d’une abeille 
Chez la blatte Diploptera punctata, les récepteurs GluCls agissent comme inhibiteurs de 
la biosynthèse de l’hormone juvénile (Liu et al. 2005). Chez l’abeille, cette hormone 
régule le développement comportemental, en fonction de l’âge (Sullivan et al. 2000), et 
elle est également impliquée dans la maturation la mémoire chez l’abeille jeune (5~6 
jours) (Maleszka et Helliwell, 2001). Dès lors, les récepteurs GluCls pourraient affecter le 
processus de développement de l’insecte, et les effets de l’HJ sur la mémoire pourraient 
être dépendants du niveau d’expression des récepteurs GluCls en fonction de l’âge et/ou 
de la caste. 
L’expression différentielle des isoformes de PTEN (Phosphatase and TENsin) a été 
corrélée à différents phénotypes sociaux, et a été intégrée dans un schéma de réseau de 
régulation  du comportement social de l’abeille, ce schéma incluant l’hormone juvénile 
(Mutti et al. 2011). Si les récepteurs GluCls contrôlent la synthèse d’HJ chez l’abeille, il 
serait intéressant d’évaluer si une répression ponctuelle de ces récepteurs – ou d’un seul 
variant – permettrait d’affecter le développement comportemental. En partant de 
l’observation que l’hormone juvénile est fortement exprimée chez les butineuses et peu 
chez les nourrices (Amdam 2011), une hypothèse serait que, plus les abeilles vieillissent, 
moins les récepteurs GluCls sont exprimés, aboutissant à une levée d’inhibition 
progressive de la synthèse d’HJ et une progression comportementale de l’abeille. 
Il serait donc nécessaire d’évaluer l’expression des variants GluCls en fonction de l’âge 
des abeilles – en fonction de leur caste. Il faut rappeler que la différence d’expression de 
certains gènes a été corrélée à une différence du profil de méthylation d’ADN entre 
abeilles de différentes castes, que ce soit entre nourrices/butineuses ou entre 
reines/ouvrières (Foret et al. 2012, Herb et al. 2012, Lyko et al. 2010). 
Dès lors, une des régulations possibles du gène amel_glucl pourrait être réalisée par 
méthylation de l’ADN, et il serait intéressant de déterminer le profil de méthylation du 





gène amel_glucl chez les ouvrières et dans les castes reproductrices – reines et mâles 
faux-bourdons. 
 
6.2. Conclusions et perspectives générales 
6.2.1. Bilan 
Mon travail de thèse a permis de révéler la localisation anatomique précise de chaque 
variant et de dresser une véritable carte d’expression des sous-unités. Des différences 
aussi minimes dans la composition nucléotidique (une vingtaine de bases sur plus de 
1300) et peptidique (sept acides aminés sur plus de 440) ont permis d’identifier des 
différences de localisation subcellulaire et de comportement.  
L’identification d’un troisième variant fut une réelle surprise : plutôt fascinante au 
départ, un peu plus intrigante maintenant, mais toujours aussi curieuse depuis le début. 
Ce travail a aussi permis de mettre en évidence la participation différentielle de 
différents récepteurs contenant l’un ou l’autre variant, dans les processus 
neurobiologiques qui sous-tendent l’apprentissage et la mémoire olfactive. Ceci a été 
réalisé grâce au couplage de la technique d’interférence ARN avec un paradigme de 
conditionnement classique des abeilles. 
L’ensemble apporte un nouvel éclairage sur la participation des récepteurs GluCls dans 
différents processus comportementaux. Durant ce travail de thèse, j’ai exploré le versant 
« mémoire olfactive » et caractérisé deux rôles pour ces récepteurs. Mais les différents 
résultats de marquage anatomique laissent à penser que les récepteurs GluCls d’abeille 
interviennent dans de nombreux processus. Et probablement de manière différente 
entre chaque variant. 
 
6.2.2. Perspectives  
Ainsi les récepteurs GluCls pourraient intervenir dans de nombreuses fonctions. Il serait 
intéressant d’évaluer leur participation dans les processus visuels ou tactiles. Avant de 
commencer ce travail de thèse, j’avais participé aux expériences des effets sub-létaux du 





fipronil sur l’apprentissage tactile chez l’abeille, et notamment sur la latéralisation de 
l’information apprise. L’effet du fipronil aboutissait à une baisse de l’acquisition et une 
baisse sous-jacente des performances de rappel, mais n’affectait pas le transfert bilatéral 
du stimulus renforcé. Ceci avait permis de souligner le rôle des réseaux inhibiteurs dans 
ces processus d’apprentissage et de mémoire, auxquels participent les récepteurs GluCls, 
et qui sont ciblés par le fipronil. Ces travaux ont fait l’objet d’un article publié dans 
Journal of Insect Physiology (Bernadou et al. 2009). Une utilisation d’outils plus 
spécifiques, comme les siRNA dirigés contre l’un ou l’autre variants GluCls, permettrait 
peut-être de révéler un effet sur le transfert bilatéral de l’information apprise.  
Si cela s’avère être le cas, alors il devient probable que les récepteurs GluCls participent 
à d’autres modalités sensorielles.  Il serait tout à fait possible d’évaluer la participation 
des variants GluCls dans la vision et la locomotion au moyen de tests de phototaxie, déjà 
utilisés dans notre équipe pour évaluer l’effet d’exposition au thymol (Bergougnoux et 
al. 2012). Le corps central étant impliqué dans les comportements locomoteurs et 
d’orientation (Strauss 2002, Homberg 2008, Homberg et al. 2011) et connaissant la 
localisation anatomique des variants GluCls dans le corps central, notamment la division 
inférieure, il serait judicieux d’observer l’effet d’un traitement siRNA sur les capacités de 
vol et d’orientation de l’abeille, dans des expériences de libre-vol.  
Au niveau cellulaire, une des perspectives les plus intéressantes que je n’ai pas eu le 
temps d’approfondir est la caractérisation du profil électrophysiologique de chaque 
variant. J’ai pu effectuer quelques enregistrements de cellules de Kenyon en patch-clamp 
(figure annexe A4), sans pouvoir aller plus loin. Cela aurait permis de corroborer 
l’observation de Guillaume Barbara sur l’existence des deux courants véhiculés par les 
canaux GluCls au niveau des cellules de lobe antennaire (Barbara et al. 2005), et 
d’essayer de chaque courant à un variant. Dans cette optique, un enjeu technique de 
taille aurait été la localisation spécifique de chaque variant sur des cellules en culture, et 
l’enregistrement en patch-clamp par la suite. La mise au point de cultures secondaires 
pures en cellules gliales permettrait d’avoir un bon modèle pour étudier l’expression et 
les propriétés des sous-unités Amel_GluCl natives. J’ai bon espoir, si l’avenir me le 
permet, de me remettre à travailler sur ces expériences. Il faudra probablement passer 
par la mise au point d’une technique de détection de variant plus efficace et qui n’affecte 
pas l’intégrité cellulaire. Une alternative envisageable est l’expression hétérologue dans 





l’ovocyte de xénope, technique largement utilisée pour la caractérisation de profil 
électrophysiologique de différents récepteurs, GluCl y compris (Cully et al. 1994, Cully et 
al. 1996, Vassilatis et al. 1997, Forrester et al. 2003). 
Enfin, un des aspects que j’aimerais expérimenter par la suite, et dont j’ai déjà exposé 
quelques pistes dans les ouvertures, serait la caractérisation de l’expression des 
récepteurs GluCls au cours du développement de l’abeille, en fonction de l’âge des 
abeilles adultes, mais également en fonction de la saison. Bien que l’abeille soit 
considérée comme « modèle-animal de laboratoire », elle n’en reste pas moins sous 
l’influence de l’environnement extérieur et de ses paramètres. Les premiers travaux de 
l’équipe consistaient à évaluer l’effet de pesticides sur le comportement de l’abeille, en 
se basant sur des études de terrain et en essayant d’évaluer l’effet en condition de 
laboratoire. En partant de cet aspect de recherche appliquée, nous sommes remontés 
petit-à-petit vers un aspect plus fondamental de la recherche ; dans mon cas, la 
caractérisation fonctionnelle de deux variants d’un récepteur dans un processus 
biologique fondamental, la mémoire. Essayer d’évaluer la dynamique d’expression des 
GluCls « sur le terrain » permettrait, en quelque sorte, de boucler la boucle : améliorer la 
compréhension des mécanismes d’action de certains pesticides et apporter un éclairage 
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Figure Annexe A1. Arbre phylogénique des séquences protéiques GluCls et LGIC. Am = Apis 
mellifera ; Dmel = Drosophila melanogaster ; Cele = Caenorhabditis elegans ; Mm = Mus musculus. 
Dans cette représentation, il est intéressant de noter la proximité des GluCls inter-espèces par rapport 
aux autres protéines de la même famille chez la même espèce (ici, Apis mellifera). A noter également, 





(pp.164-168)► Figure Annexe A2 – Alignement. Alignement complet des séquences protéiques 
présentées en Figure 14. Sont alignées les séquences des protéines appartenant à la superfamille 
des LGIC d’abeille (Am), ainsi que quelques séquences de protéines GluCls d’autres espèces. L’ordre 
de présentation des séquences est repris de l’arbre phylogénique présenté ci-dessus. Les domaines 
transmembranaires (TM1-4) et la boucle cystéine (cys-loop) sont indiqués. 
 
(pp.169-174)► ► Figure Annexe A3 – Alignement. Alignement complet des séquences protéiques 
des sous-unités GluCls de différentes espèces d’invertébrés. Amel = Apis mellifera ; Aflo = Apis florea 
; Bimp = Bombus impatiens ; Bter = Bombus terrestris ; Mrot = Megachile rotundata ; Nvit = Nasonia 
vitropennis ; Tcas = Tribolium castaneum ; Dmel = Drosophila melanogaster ; Aaegy = Aedes aegypty 
; Cele = Caenorhabditis elegans. A noter que pour les espèces Aflo, Bimp, Bter et Mrot, ce sont toutes 
des séquences prédites. Les domaines transmembranaires (TM1-4) et la boucle cystéine (cys-loop) 
sont indiqués. Figurent également en violet les différentes boucles contenant les acides aminés 
essentiels pour la liaison du glutamate (indiqués dans les cercles violet en-dessous de chaque 
boucle). La partie variable des variants Amel_GluCls est surligné toujours selon le même code-
couleur. Les différents isoformes de chaque espèce sont colorés de la même manière pour visualiser 






















































































Amel_GluCl A – 52 kDa Test de Levene : F(11,34) = 1.187, P = 0.332 
ANOVA deux-facteurs  Σcarrés  ddl  Carré moy.  D(F) Sig. (P) 
 
Traitement  1.024 2 0.512 4.649 0.016 * 
 
Délai  0.629 3 0.210 1.904 0.147 
 
Interaction (traitement*délai)  2.602 6 0.434 3.939 0.004 ** 
 
Erreur  3.743 34 0.110     
 
Total 92.210 46       
 
Total corrigé  8.061 45       
       
(B) 
Amel_GluCl A – 100 kDa Test de Levene : F(11,33) = 1.933, P = 0.071 
ANOVA deux-facteurs  Σcarrés  ddl  Carré moy.  D(F) Sig. (P) 
 
Traitement  0.057 2 0.028 1.353 0.272 
 
Délai  0.190 3 0.063 3.027 0.043 * 
 
Interaction (traitement*délai)  0.283 6 0.047 2.255 0.062 
 
Erreur  0.689 33 0.021     
 
Total 6.795 45       
 
Total corrigé  1.240 44       
       
       
(C) 
Amel_GluCl B – 52 kDa Test de Levene : F(11,36) = 0.663, P = 0.762 
ANOVA deux-facteurs  Σcarrés  ddl  Carré moy.  D(F) Sig. (P) 
 
Traitement  0.167 2 0.084 4.646 0.016 * 
 
Délai  0.146 3 0.049 2.696 0.060 
 
Interaction (traitement*délai)  0.262 6 0.044 2.421 0.045 * 
 
Erreur  0.649 36 0.018     
 
Total 41.980 48       
 
Total corrigé  1.224 47       
       
(D) 
Amel_GluCl B – 100 kDa Test de Levene : F(11,35) = 0.482, P = 0.902 
ANOVA deux-facteurs  Σcarrés  ddl  Carré moy.  D(F) Sig. (P) 
 
Traitement  0.027 2 0.013 0.169 0.846 
 
Délai  0.507 3 0.169 2.146 0.112 
 
Interaction (traitement*délai)  0.789 6 0.131 1.668 0.158 
 
Erreur  2.758 35 0.079     
 
Total 44.603 47       
 
Total corrigé  4.010 46       
       
(E) 
Amel_GluCl B – 150 kDa Test de Levene : F(11,36) = 0.129, P = 1.000 
ANOVA deux-facteurs  Σcarrés  ddl  Carré moy.  D(F) Sig. (P) 
 
Traitement  0.045 2 0.023 0.688 0.509 
 
Délai  0.338 3 0.113 3.420 0.027 * 
 
Interaction (traitement*délai)  0.202 6 0.034 1.021 0.427 
 
Erreur  1.186 36 0.033     
 
Total 26.381 48       
 











Amel_GluCl A – 52 kDa / Test Post Hoc - Fischer LSD sur le facteur “traitement”  
Comparaisons  Différence moy.  Erreur std.  Sig. (P) 
 siGluA / siCAT 0.26044 0.11924 0.036 * 
 siGluA / siGluB 0.35182 0.11924 0.006 ** 
 siCAT / siGluB 0.09138 0.12115 0.456 
      
(H) 
Amel_GluCl A – 52 kDa / Test Post Hoc - Fischer LSD sur le facteur “interaction”  
Comparaisons intra-groupes  (comparaison d’un même siRNA entre différents délais)  
 Traitement  Délais  Différence Moy.  Erreur std.  Sig. (P) 
 
siGluA 
12h/24h 1.08053 0.23461 0.000 *** 
 12h/36h 0.78329 0.23461 0.741 
 12h/48h 0.35073 0.23461 0.144 
 24h/36h -1.00221 0.23461 0.000 *** 
 24h/48h -0.72981 0.23461 0.004 ** 
 36h/48h 0.27239 0.23461 0.254 
 
siCAT 
12h/24h -0.01126 0.23461 0.962 
 12h/36h 0.15895 0.23461 0.503 
 12h/48h 0.11733 0.25341 0.646 
 24h/36h 0.17022 0.23461 0.473 
 24h/48h 0.12859 0.25341 0.615 
 36h/48h -0.04160 0.25341 0.871 
 
siGluB 
12h/24h -0.12843 0.25341 0.616 
 12h/36h 0.12933 0.25341 0.613 
 12h/48h 0.22879 0.25341 0.373 
 24h/36h 0.25777 0.23461 0.280 
 24h/48h 0.35722 0.23461 0.137 
 36h/48h 0.09945 0.23461 0.674 
 Comparaisons inter-groupes  (comparaison de deux siRNAs pour un même délai)  
 Délai  Traitements  Différence Moy.  Erreur std.  Sig. (P) 
 
12h 
siGluA/siCAT 0.57499 0.23461 0.020 * 
 siGluA/siGluB 0.66797 0.25341 0.013 * 
 siGluB/siCAT 0.09297 0.25341 0.716 
 
24h 
siGluA/siCAT -0.51681 0.23461 0.034 * 
 siGluA/siGluB -0.54100 0.23461 0.027 * 
 siGluB/siCAT -0.02419 0.23461 0.918 
 
36h 
siGluA/siCAT 0.65562 0.23461 0.008 ** 
 siGluA/siGluB -0.71898 0.23461 0.004 ** 
 siGluB/siCAT 0.06336 0.23461 0.789 
 
48h 
siGluA/siCAT 0.34159 0.25341 0.187 
 siGluA/siGluB 0.54603 0.23461 0.026 * 
 siGluB/siCAT 0.20443 0.25341 0.425 
      
      
      
(I) 
Amel_GluCl A – 100 kDa / Test Post Hoc - Fischer LSD sur le facteur “délai”  
Comparaisons  Différence Moy.  Erreur std.  Sig. (P) 
 12h / 24h 0.03680 0.06162 0.554 
 12h / 36h -0.10599 0.06032 0.088 
 12h / 48h 0.06963 0.06162 0.267 
 24h / 36h -0.14280 0.06032 0.024 * 
 24h / 48h 0.03282 0.06162 0.598 













Amel_GluCl B – 52 kDa / Test Post Hoc - Fischer LSD sur le facteur “traitement”  
Comparaisons  Différence moy.  Erreur std.  Sig. (P) 
 siGluA  / siCAT  0.03161 0.047466 0.510 
 siGluA / siGluB 0.13808 0.047466 0.006 ** 
 siCAT / siGluB -0.10646 0.047466 0.031 * 
      
(K) 
Amel_GluCl B – 52 kDa / Test Post Hoc - Fischer LSD sur le facteur “interaction”  
Comparaisons intra-groupes  (comparaison d’un même siRNA entre différents délais)  
 Traitement  Délais  Différence Moy.  Erreur std.  Sig. (P) 
 
siGluA 
12h/24h 0.04143 0.09493 0.665 
 12h/36h 0.02880 0.09493 0.763 
 12h/48h -0.00208 0.09493 0.983 
 24h/36h -0.01262 0.09493 0.895 
 24h/48h -0.04352 0.09493 0.649 
 36h/48h -0.03089 0.09493 0.747 
 
siCAT 
12h/24h -0.06616 0.09493 0.490 
 12h/36h -0.02067 0.09493 0.829 
 12h/48h -0.04652 0.09493 0.627 
 24h/36h 0.04548 0.09493 0.635 
 24h/48h 0.01964 0.09493 0.837 
 36h/48h -0.02584 0.09493 0.787 
 
siGluB 
12h/24h 0.31572 0.09493 0.002 * 
 12h/36h 0.19177 0.09493 0.051 
 12h/48h -0.08216 0.09493 0.393 
 24h/36h -0.12394 0.09493 0.200 
 24h/48h -0.39788 0.09493 0.000 *** 
 36h/48h -0.27394 0.09493 0.007 ** 
 Comparaisons inter-groupes  (comparaison de deux siRNAs pour un même délai)  
 Délai  Traitements  Différence Moy.  Erreur std.  Sig. (P) 
 
12h 
siGluA/siCAT  0.15684 0.09493 0.107 
 siGluA/siGluB 0.04879 0.09493 0.610 
 siGluB/siCAT -0.10805 0.09493 0.263 
 
24h 
siGluA/siCAT 0.04925 0.09493 0.607 
 siGluA/siGluB 0.32307 0.09493 0.002 ** 
 siGluB/siCAT 0.27382 0.09493 0.007 ** 
 
36h 
siGluA/siCAT 0.10736 0.09493 0.266 
 siGluA/siGluB 0.21176 0.09493 0.032 
 siGluB/siCAT 0.10439 0.09493 0.279 
 
48h 
siGluA/siCAT 0.11241 0.09493 0.244 
 siGluA/siGluB -0.03128 0.09493 0.744 
 siGluB/siCAT -0.14369 0.09493 0.139 
      
      
(L) 
Amel_GluCl B – 150 kDa / Test Post Hoc - Fischer LSD sur le facteur “délai”  
Comparaisons  Différence Moy.  Erreur std.  Sig. (P) 
 12h / 24h 0.22640 0.07409 0.004 ** 
 12h / 36h 0.12071 0.07409 0.112 
 12h / 48h 0.05802 0.07409 0.439 
 24h / 36h -0.10568 0.07409 0.162 
 24h / 48h -0.16838 0.07409 0.029 * 











(A)  Tests exacts de Fischer (pour évaluer la différence entre groupes traités avec le même siRNA mais conditionnés avec une odeur SC différente)  
 Fischer’s exact test 
siCATA (témoin) siGluA siCATB (témoin) siGluB 







n SC – Essai 2 63 1.000 61 0.309 104 0.309 114 0.564 
 SC – Essai 3 63 0.595 61 0.602 104 0.239 114 0.851 
 SC – Essai 4 63 0.573 61 0.347 104 0.318 114 0.694 










SC – 1h 63 0.068 61 0.800 104 1.000 114 0.089 
 OS – 1h 63 0.054 61 0.562 104 0.012 * 114 0.000 *** 
 OD – 1h 63 1.000 61 0.741 104 0.488 114 0.008 ** 
 SC – 24h 60 1.000 60 0.315 101 0.838 110 0.105 
 OS – 24h 60 0.432 60 0.595 101 0.000 *** 110 0.004 ** 
 OD – 24h 60 0.561 60 0.571 101 0.048 * 110 0.004 ** 
 SC – 48h 55 0.762 52 0.358 94 0.668 103 0.524 
 OS – 48h 55 0.027 * 52 1.000 94 0.138 103 0.162 
 OD – 48h 55 0.277 52 0.749 94 0.016 * 103 0.023 * 
 
OS : odeur similaire, c-à-d. 2-nonanol ; OD : odeur différente – par ex. 2-hexanol quand le SC est le 1-nonanol, 
et réciproquement (voir Matériels et Méthodes) 
           
(B)  Tests de Cochran (test global pour évaluer s’il y a  des différences entre les taux de réponses des différentes phases comportementales)  
 Cochran Q-test 
siCATA/siGluA siCATB/siGluB 
 SC : 2-hexanol SC : 1-nonanol SC : 2-hexanol SC : 1-nonanol 
 Phase Acquisition Rappel Acquisition Rappel Acquisition Rappel Acquisition Rappel 
 N 48 47 69 60 97 91 115 103 
 Cochran (Q) 105.126 140.632 142.056 129.631 168.920 227.651 207.395 125.832 
 ddl 4 8 4 8 4 8 4 8 
 Sig. (P) 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 0.000 *** 
           
           
(C) Tests exacts de Fischer (pour comparer l’effet du traitement siRNA sur chaque taux de REP, selon l’odeur et le délai)  
 Fischer’s exact test 
siCATA/siGluA siCATB/siGluB 
 
SC : 2-hexanol SC : 1-nonanol SC : 2-hexanol SC : 1-nonanol 
 







n SC – Essai 2 52 1.000 72 0.486 102 0.304 116 0.566 
 
SC – Essai 3 52 0.774 72 0.467 102 0.552 116 0.851 
 
SC – Essai 4 52 0.186 72 1.000 102 0.420 116 0.846 
 










SC – 1h 52 0.581 72 0.017 * 102 0.047 * 116 0.571 
 
OS – 1h 52 0.736 72 0.461 102 1.000 116 0.186 
 
OD – 1h 52 1.000 72 0.496 102 0.713 116 0.038 * 
 
SC – 24h 50 0.689 70 0.771 99 0.417 112 0.309 
 
OS – 24h 50 1.000 70 0.813 99 0.233 112 0.569 
 
OD – 24h 50 1.000 70 1.000 99 0.570 112 0.115 
 
SC – 48h 47 0.517 60 0.409 92 0.651 105 0.683 
 
OS – 48h 47 0.534 60 0.195 92 0.823 105 1.000 
 













Tests McNemar - Comparaisons Intra-groupes 
(testent l’effet d’un siRNA sur la réponse à une odeur à différents délais) 
           
 
Sur le Stimulus Conditionnel SC : 2-hexanol SC : 1-nonanol 
(D) Réponses comparées 
siCATA (contrôle) siGluA siCATA (contrôle) siGluA 
N Sig. (P) N Sig. (P) N Sig. (P) N Sig. (P) 
 
SC - E5 SC – 1h 24 0.250 28 0.003 ** 39 0.500 33 0.012 * 
 
SC - E5 SC – 24h 23 0.625 27 1.000 37 1.000 33 0.375 
 
SC - E5 SC – 48h 23 1.000 24 0.453 32 1.000 28 0.070 
 
SC – 1h SC – 24h 23 0.125 27 0.012 * 37 1.000 33 0.031 * 
 
SC – 1h SC – 48h 23 0.727 24 0.039 * 32 0.549 28 1.000 
 
SC – 24h SC – 48h 23 0.250 24 0.625 32 1.000 28 0.289 
           
 
Sur les Nouvelles Odeurs SC : 2-hexanol SC : 1-nonanol 
(E) Réponses comparées 
siCATA (contrôle) siGluA siCATA (contrôle) siGluA 
N Sig. (P) N Sig. (P) N Sig. (P) N Sig. (P) 
 
OS – 1h OS – 24h 23 0.180 27 0.508 37 0.774 33 0.289 
 
OS – 1h OS – 48h 23 0.453 24 0.180 32 0.180 28 0.727 
 
OS – 24h OS – 48h 23 0.625 24 0.453 32 0.267 28 0.727 
 
OD – 1h OD – 24h 23 0.625 26 0.375 37 0.039 * 33 0.219 
 
OD – 1h OD – 48h 23 1.000 24 0.375 32 0.453 28 0.453 
 
OD – 24h OD – 48h 23 0.250 24 1.000 32 0.625 28 1.000 
           
           
 
Tests McNemar - Comparaisons Inter-groupes 
(testent l’effet d’un siRNA sur deux réponses à un délai) 
           
 
Spécificité de l’odeur SC : 2-hexanol SC : 1-nonanol 
(F) Réponses comparées 
siCATA (contrôle) siGluA siCATA (contrôle) siGluA 
N Sig. (P) N Sig. (P) N Sig. (P) N Sig. (P) 
 
SC – 1h OS – 1h 24 0.001 ** 28 0.012 * 39 0.000 *** 33 0.004 ** 
 
SC – 1h OD – 1h 24 0.000 *** 28 0.003 ** 39 0.000 *** 33 0.000 *** 
 
OS – 1h OD – 1h 24 1.000 28 0.625 39 0.004 ** 33 0.125 
 
SC – 24h OS – 24h 23 0.001 ** 27 0.000 *** 37 0.001 ** 33 0.001 ** 
 
SC – 24h OD – 24h 23 0.000 *** 26 0.000 *** 37 0.000 ** 33 0.000 *** 
 
OS – 24h OD – 24h 23 0.375 26 0.625 37 0.031 * 33 0.219 
 
SC – 48h OS – 48h 23 0.002 ** 24 0.002 ** 32 0.125 28 0.016 * 
 
SC – 48h OD – 48h 23 0.000 *** 24 0.000 *** 32 0.000 *** 28 0.002 ** 
 













Tests McNemar - Comparaisons Intra-groupes 
(testent l’effet d’un siRNA sur la réponse à une odeur à différents délais) 
           
 
Sur le Stimulus Conditionnel SC : 2-hexanol SC : 1-nonanol 
(G) Réponses comparées 
siCATB (contrôle) siGluB siCATB (contrôle) siGluB 
N Sig. (P) N Sig. (P) N Sig. (P) N Sig. (P) 
 
SC - E5 SC – 1h 52 0.375 49 0.000 *** 52 0.267 64 0.001 ** 
 
SC - E5 SC – 24h 51 1.000 47 0.004 ** 50 0.359 62 0.332 
 
SC - E5 SC – 48h 48 1.000 43 0.549 46 0.332 59 0.064 
 
SC – 1h SC – 24h 51 0.804 48 0.035 * 50 1.000 62 0.049 * 
 
SC – 1h SC – 48h 48 0.629 44 0.001 ** 46 1.000 59 0.302 
 
SC – 24h SC – 48h 48 1.000 44 0.039 * 46 1.000 59 0.508 
           
 
Sur les Nouvelles Odeurs SC : 2-hexanol SC : 1-nonanol 
(H) Réponses comparées 
siCATB (contrôle) siGluB siCATB (contrôle) siGluB 
N Sig. (P) N Sig. (P) N Sig. (P) N Sig. (P) 
 
OS – 1h OS – 24h 51 0.508 47 0.049 * 49 0.064 62 0.143 
 
OS – 1h OS – 48h 48 0.039 * 44 0.057 44 0.454 59 1.000 
 
OS – 24h OS – 48h 48 0.180 43 1.000 45 1.000 59 0.180 
 
OD – 1h OD – 24h 51 0.453 48 0.289 50 0.057 62 0.019 * 
 
OD – 1h OD – 48h 48 1.000 44 0.754 46 0.065 59 0.424 
 
OD – 24h OD – 48h 48 0.687 44 1.000 46 1.000 59 0.388 
           
           
 
Tests McNemar - Comparaisons Inter-groupes 
(testent l’effet d’un siRNA sur deux réponses à un délai) 
           
 
Spécificité de l’odeur SC : 2-hexanol SC : 1-nonanol 
(I) Réponses comparées 
siCATB (contrôle) siGluB siCATB (contrôle) siGluB 
N Sig. (P) N Sig. (P) N Sig. (P) N Sig. (P) 
 
SC – 1h OS – 1h 52 0.000 *** 49 0.002 ** 51 0.001 ** 64 0.146 
 
SC – 1h OD – 1h 52 0.000 *** 50 0.000 *** 52 0.000 *** 64 0.000 *** 
 
OS – 1h OD – 1h 52 0.125 49 0.500 51 0.004 ** 64 0.002 ** 
 
SC – 24h OS – 24h 51 0.000 *** 47 0.002 ** 50 0.227 62 0.012 * 
 
SC – 24h OD – 24h 51 0.000 *** 48 0.000 *** 50 0.000 *** 62 0.000 *** 
 
OS – 24h OD – 24h 51 0.508 47 0.039 * 50 0.002 ** 62 0.022 * 
 
SC – 48h OS – 48h 48 0.000 *** 44 0.000 *** 45 0.016 * 59 0.000 *** 
 
SC – 48h OD – 48h 48 0.000 *** 44 0.000 *** 46 0.000 *** 59 0.000 *** 
 












Figure Annexe – Patch-Clamp. Exemples de courants induits par du glutamate sur des cellules de 
Kenyon adultes en culture. Les cellules de Kenyon sont maintenues minimum 24h en culture avant 
enregistrement. (A) courants enregistrés suite à l’application de glutamate à 3mM, sur trois cellules de 
Kenyon différentes. (B) courants enregistrés suite à l’application de glutamate à 1mM, sur trois 

















Figure Annexe – Mécanisme Ivermectine. L’ivermectine se fixe entre les domaines 
transmembranaires M1 et M3 de deux sous-unités adjacentes, et écarte les sous-unités les unes des 
autres, ouvrant ainsi le canal. L’interaction avec la boucle M2-M3 et d’autres régions du domaine 
extracellulaire transmet le signal allostérique au site de liaison du ligand. (A) Vue de côté. (B) Vue de 







EXTRACTION PROTEINE SUR CERVEAUX ENTIERS 
 
1. Ajouter  100 µL de tampon PE (PBS + EDTA) dans l’eppendorf avec les cervaux à 
broyer (Garder l’eppendorf sur la glace tout au long de l’extraction.) 
 
2. Broyer au potter pendant 3 mn à 4°C (sur glace). Pour finir le broyage, utiliser une 
seringue et une aiguille. 
 
3. Centrifuger 15 mn à 4°C, 13200rpm (max). 
 
4. Récupérer le surnageant et procéder au dosage. 
 
DOSAGE PROTEINE  
(Étalonnage Bradford – bouteille marron à 4°C : Bio-Rad Protein Assay) 
 
1. Diluer le réactif de Bradford dans une proportion 1:4  
o en général, 3ml Bradford + 9ml H2O milliQ 
 
2. Filtrer sur papier wattman n°1 
 
3. Préparer les solutions Standards et le Zéro (800µl Tampon + 200µl Bradford) 
 
Standards 1.44 µg/ml 2.88 µg/ml 5.76 µg/ml 11.52 µg/ml 23.04 µg/ml 
Bov. IgG 1 µL 2 µL 4 µL 8 µL 16 µL 
Tampon 799 µL 798 µL 796 µL 792 µL 784 µL 
Bradford 200 µL 200 µL 200 µL 200 µL 200 µL 
 
4. Laisser les solutions standards 5mn avant de les utiliser pour l’étalonnage du 
spectrophotomètre. Réaliser l’étalonnage (sans oublier le blanc) et vérifier le R². 
 
5. Doser les échantillons, avec une dilution au 1/1000ème  
o 1 µL d’échantillon, 799 µL de Tampon, 200 µL de Bradford 
o Faire 2 dosages pour chaque échantillon 
 
 
AVANT LA MIGRATION SUR GEL, EN WESTERN BLOT... 
Dénaturer les protéines : prélever la quantité souhaitée de protéine et rajouter du 











 Prendre un gel pré-coulé BioRAD (sachet dans boite verte, au frigo 4°C). 
 Enlever le scotch en-dessous du gel, et rincer le bas du gel avec du tampon de 
migration. 
 Placer le gel dans le support et fermer avec les clapets (bien tenir le gel en plaçant 
bien ses mains : cf. dessin sur le support). 
 Remplir la cuve jusqu’aux pouces, et remplir entre les deux gels. 
 Enlever le peigne (le plus verticalement possible) et nettoyer les puits avec une 
seringue+aiguille et du tampon de migration. 
 Déposer 5µL de marqueur de protéine (BioRad Precision plus Protein Standard, 
au frigo -20°C, tiroir 3, boite Thierry). 
 Ajouter l’extrait protéique dans chaque puits (à déterminer suivant le dosage) 
 Placer le couvercle dans le bon sens (un seul possible sans forcer), puis 
migration à 130V pendant 1h~1H15. 
 Préparer les différentes membranes pour le transfert : deux papiers-buvard 
(Sigma) à faire tremper dans le tampon de transfert, ainsi que la membrane de 
transfert (Hybond C extra, 8.5x5.5cm, à découper sans mettre les doigts dessus). 
 
Transfert 
 Vider la cuve (récupérer le tampon de migration, réutilisable une fois). 
 Placer la cuve dans un carton rempli de glace. 
 Remplir la cuve avec le tampon de transfert et faire tremper les mousses noires 
 Enlever le plastique pour avoir accès au gel. 
 Couper la bande du haut (puits) et celle du bas, au niveau de la démarcation ; 
jeter les surplus dans la poubelle BET.  







 Mettre le côté noir du support vers le côté noir de la cuve 
 Rajouter le glaçon derrière le côté noir de la cuve (glaçon, dans le frigo -20°C, 
tiroir 3) 
 Remplir avec le tampon de transfert et remettre le couvercle : transfert 100V 
pendant 1h 
 Vérifier que le transfert a bien fonctionné : on doit voir les marqueurs 
moléculaires sur la membrane de transfert. 
 Mettre la membrane dans un Falcon 50ml avec PBST/BSA 5% (50ml PBS-
Tw[0,1%] + 2,5g BSA). Vérifier que la membrane est bien immergée, le côté qui 
était collé étant tourné vers l’intérieur du tube, et laisser toute la nuit à 4°C. 
 
Anticorps et Rinçages 
 Découper la membrane, si nécessaire. 
 Incuber la membrane avec Ac I dans PBST/BSA 1%, 2h à T°amb. 
 Rinçages PBST 4x10mn. 
 Incuber avec Ac II (souvent 1/10000°) dans PBST/BSA 1%, 1h à T°amb. 
 Rinçages PBST 4x10mn (changer de tubes à partir 3° rinçage). 
 
Révélation 
 Préparer 5ml de solution de révélation (Kit ECL) = 5ml pour une membrane 
entière : 2,5ml de la bouteille marron et 2,5ml de la bouteille blanche. 
 Egoutter un peu les membranes, les placer dans une boite et déposer les 5ml 
(remuer un peu pendant les 2 dernières minutes pour faire passer le produit 
partout). 
 Egoutter un peu de nouveau et placer la membrane recomposée dans pochette 
plastique. 
 Refermer la pochette avec du scotch et la fixer dans la cassette. 
 Et révélation sur film en chambre noire. 
 
 
Solutions à préparer : 
 
Tampon de Migration (réutilisable 1 fois) 
Eau MilliQ 1 L 
TrisBase 3,03 g 
Glycine 14,4 g 
Vérifier le pH (normalement proche de pH8,3) 
SDS 20% 5 ml 
 
 
Tampon de Transfert (réutilisable 1 fois) 
Eau MilliQ 800 mL 
TrisBase 3,03 g 
Glycine 14,4 g 
Vérifier le pH (normalement proche de pH8,3) 







Protocole IHC 13 (GluCl) sur Coupes – Fabien (29/11 – 3/12/2010) 
 
JOUR 1 – PREPARATION CERVEAUX (TOUT A FROID, 4°C)[ 29/11] 
 
 Dissection dans PFA 4% in PBS, à froid – assez rapide (idéalement, 5 mn par cerveau) 
 Placer dans PFA 4% in PBS, 2h30 (3 ou 4 cerveaux par pilulier) 
 Rincer au PBS rapidement (2 rinçages sans trop agiter les cerveaux) 
 Puis sucrose 15%, 4h, et finalement sucrose 30% overnight 
 
JOUR 2 – COUPES [30/11 & 2/12] 
 
 Préparer les lames : luter au Dakopen une première fois, attendre que ça sèche ~15mn puis faire 
un deuxième tour. Et penser à les numéroter/identifier. 
 
 Placer les cerveaux dans les cupules en plastique, enlever le maximum de liquide avec un bout de 
papier, et couler dans le TissuTek (OCT) 
 Placer la cupule dans Isopentane sur CarboGlace, jusqu’à ce le TissuTek devienne blanc (2~3mn) 
 Mettre les cupules à stabiliser dans la chambre du cryostat à -20°C pendant 30mn~1h 
 
 Monter les cerveaux sur les supports et couper à 25µm d’épaisseur 
 Laisser sécher overnight dans le frigo à 4°C 
 
JOUR 3 – ANTICORPS PRIMAIRE PUIS SECONDAIRE & REVELATION [1/12 FLUO  & 3/12 DAB] 
 
 Rinçages au PBS-T (0,1% Triton-X100), 3x5mn (5ml/compartiment), avec faible agitation 
 Blocage avec NGS 10%/BSA 0,5% in PBS-T 1h (5ml/compartiment) 
 Incubation avec Ac Rabbit anti-GluA ou anti-GluB purifié 1/1000° PBS-T/NGS 10% 2h à T°amb 
(3,3ml/compartiment) 
 Rinçage PBS, 3x10mn en boite, avec faible agitation 






 Incubation avec Ac Goat anti-Rabbit biotinylé 1/500° in PBS/NGS 10%, 1h (500µL/lame, chambre 
humide) 
 Rinçages PBS, 2x10mn en boite, avec agitation 
 Incubation avec Kit ABC (VectaStain) 1/1000°, 1h (500µL/lame, chambre humide) 
o Préparer une demi-heure avant utilisation et agiter pendant 20mn 
 Rinçages PBS, 1 rapide puis 3x5mn avec agitation, puis deux passages rapides dans l’H20d avant 
la DAB 
 Révélation avec DAB  – (±10mn) 
o Préparer 750µl par lames pour pouvoir bien les recouvrir 
 Arrêt réaction avec PBS avec 0,05% sodium azide, puis passage rapide dans l’ H20d 
 Déshydratation par éthanol 50%, 70%, 90%, 100% (~10mn chacun) 
 Séchage à l’air (3~4mn) puis rinçages limonène (10mn & attente montage) 
 Montage en Eukitt 
 
 
LAMES FLUO (MANIP DANS L’OBSCURITE) 
 
 Incubation avec Ac Goat anti-Rabbit IgG – TRITC 1/100°, 1h30 in PBS/BSA 1%, sur lame (700µl) 
 Rinçages PBS, 5x10mn en boite, avec agitation 
 Rinçage rapide à l’eau 
 Séchage à l’air 






In Situ Hybridization (bee brain) – Fabien Procedure (06/2010) 
 
For pre-hybridization steps, all the solutions (PBS, PFA, PBST, Tris-EDTA) are prepared 
in DEPC-water and sterile bottles. 
All the material (bottles, glass jars, vials, erlenmayer, forceps and scissors) must be 
baked at 250°C. 
For post-hybridization steps, the solutions can be prepared in RNAse-free water 
(autoclaved). 
 
Brain preparation:  
- Brain dissection (in PFA 4%), then in glass vial with PFA 4%, 2h~4h top. 
- PBS washes (3x10mn) then brains passed in sucrose 15%, and sucrose 30% 
overnight. 
- Next day, place the brains in plastic cups, fill with TissuTek (OCT) and freeze on 
CarboGlace  store at -80°C (at least 24h). 
 
Day 1: PRE-HYBRIDIZATION – (use DEPC-water based solutions) 
- Prepare the brain for cryosection: make a TissuTek circle on the round supports, 
place/fix the unmolded brain at the center and keep it in the cryostat for at least 
15mn. 
- Prepare the slides (SuperFrost Plus Gold) with Dakopen and number them. 
- Cut the brains with cryostat, 20µm thickness 
- Let the slides dry at RT (~20°C) for at least 3h (maybe 4h) 
 
- Wash slides in PBS (pH7,4), 2x5mn 
- Wash slides in PBS-T (0,3% TritonX-100) , 15mn 
- Permeabilization with RNAse-free Proteinase K (1µg/ml) in TE buffer, 30mn 
- (Arrêt de la digestion avec Glycine (100mM), 2X5mn [1ml/lame]) ? 
- Post-Fix with PFA 4%, 5mn at 4°C 
- Wash slides in PBS, 2x5mn 
- Acetylate sections in TEA Buffer, 2x5mn 
- Pre-hybridization in TEA Buffer without acetic anhydride, 10mn 
- Denature the probes (100ng to 1µg/ml) à 85°C~95°C for 5mn in DEPC-water 
(50µl), quickly vortex and centrifuge, then place them at 4°C (ice) for 5mn. Add 
Hybrization Buffer in the probes tubes. 
- Apply 300µl/slide of Hybrization Buffer with probes and then cover slides with 
parafilm. Place them in humid box (with paper layers hydrated with Box Buffer) 
- Hybridization, at 52°C, overnight. 
 
TE Buffer (Proteinase K)  BUFFERS COMPOSITION 
100 mM Tris-HCl (pH 8.0)   
50 mM EDTA  Hybridization Buffer 
1µg/ml RNAse-free PK  40% deionized formamide 
  10% dextran sulfate 
TEA Buffer (acetylation)  1X Denhardt’s solution 
0,1 M Triethanolamine (pH 8.0)  4X SSC 
0,25% (v/v) acetic anhydride  10 mM DTT 






Day 2: POST-HYBRIDIZATION 
- Uncover the slides and wash briefly in SSC(4X) 
- Wash slides in SSC(2X)/Formamide 50%, at 52°C/1h 
- Wash slides in SSC(2X), at 52°C/30mn (ou 2x15mn) 
- Wash slides in SSC(1X), at 52°C/30mn (ou 2x15mn) 
- RNAse treatment with NTE Buffer containing RNAse A (20µg/ml), at 37°C/30mn 
- Wash slides in SSC(0,1X) at 52°C/2x30mn  
- Wash slides in TS Buffer, 2x10mn 
- Blocking with NSS 2% in TS Buffer + 0,1% TritonX-100, 30mn 
- Anti-DIG antibody (1/500° or 1/1000°) in TS Buffer + 0,1% TritonX-100 + NSS 
2%, 2h [500µl/slide, in humid chamber] 
- Wash slides in TS Buffer, 2x10mn 
- Wash slides in Revelation Buffer, 2fois 5mn [1ml/lame] 
- Revelation with NBT (4,5µl/ml) + BCIP (3,5µl/ml) in Revelation Buffer, in humid 
chamber in the dark [in slide mailers ?] (levamizole ?) 
o Reaction time may vary : couple of minutes to many hours 
- Stop reaction with 10 mM Tris-HCl (pH 8,1) + 1 mM EDTA, 5~10mn 
- Then dip slides in distilled water, 5~10mn 
 
- Mount slides using Mowiol or Eukitt 
o Monter les lames en Mowiol [130µl/lame] et laisser sécher 
o Ou Déshydrater en bains d’Ethanol (50%, 90%, 100%) puis Limonène, 
10mn/bain [en bac ou Borrel] et monter en Eukitt. 
 
 
NTE Buffer   
500 mM NaCl (pH 8.0)   
10 mM Tris  BUFFERS COMPOSITION 
1 mM EDTA   
20 μg/ml RNase A   
  Revelation Buffer (Buffer 2) 
TS Buffer (Buffer 1)  100 mM Tris-HCl (pH 9.5) 
100 mM Tris-HCl (pH 7.5)  100 mM NaCl 
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Glutamate acts as an excitatory or inhibitory neurotransmitter, according to the receptors it binds 
and according to species. In insects, glutamatergic transmission is crucial for olfactory learning. Part of 
this transmission is mediated through glutamate-gated chloride channels (GluCls), specific to invertebrate 
species. In honeybee, there are two spliced-variants, coming from a single gene amel_glucl. The aim of 
this work was to characterize both variants’ expression, localize the GluCl subunits in honeybee’s brain 
and analyze their roles on olfactory learning and memory processes. 
 
RT-PCR experiments indicated that both variants, Amel_GluCl A & B, are expressed in honeybee 
brain. Immunohistochemical experiments revealed that variant A was mainly expressed in neuropiles, and 
variant B mainly somatic. The proteins were differentially localized in the central nervous system of 
honeybee, thus suggesting a different functional involvement. This had been further analyzed by 
behavioral experiments coupled with RNA interference technique, allowing repression of each subunit’s 
expression. Consequences of these RNAi-mediated knockdowns were analyzed at protein level 
(expression) and behavioral level (olfactory memory). Biochemical and behavioral effects of siRNAs were 
both transient and reversible. Injecting 24 hours before olfactory conditioning of the proboscis extension 
reflex (PER), each RNAi treatment induced a decrease of the conditioned odor retrieval 1h after learning; 
moreover, RNAi against somatic variant B induced a faster generalization to new odors. Overall, these 
results indicate that glutamatergic transmission mediated by GluCl channels is necessary for the olfactory 
memory retrieval, and may have a role in salience of conditioned stimuli compared to new odors. 
 
To conclude, the role of these receptors is discussed along with data available in other species, 
especially Caenorhabditis elegans and Drosophila melanogaster. Several hypotheses will be proposed, 
including the link between GluCl receptors and nicotinic acetylcholine receptors, and the putative glial 
localization of the somatic variant B. Finally, the two variants place will be discussed in an overall outline 
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Le glutamate agit en tant que neurotransmetteur excitateur ou inhibiteur, en fonction des 
récepteurs sur lesquels il se fixe et selon les espèces. Chez les insectes, la transmission glutamatergique 
est cruciale pour l'apprentissage olfactif. Une partie de cette neurotransmission s’effectue par des canaux 
chlore activés par du glutamate (GluCls), spécifiques d'espèces invertébrées. Chez l’abeille, il existe deux 
variants d'épissage issus d'un unique gène amel_glucl. Le but de cette étude est de caractériser 
l’expression de ces variants, localiser les sous-unités GluCls dans le cerveau d'abeille, et analyser leurs 
rôles dans les processus d'apprentissage et de mémoire olfactive. 
 
Les expériences de RT-PCR ont montré que les deux variants, Amel_GluCl A & B, sont exprimés 
dans le cerveau. Des expériences d'immunohistochimie ont révélé leur localisation différentielle : le 
variant A est principalement neuropilaire, le variant B principalement somatique. Cette localisation 
différentielle dans le système nerveux central suggère une implication fonctionnelle différente entre 
variant. Ceci a été étudié grâce à un protocole comportemental couplé à la technique d'interférence ARN, 
qui permet de réprimer l'expression de chaque variant. Les conséquences des injections d’ARN 
interférents ont été analysées au niveau protéique (niveau d'expression) et au niveau comportemental 
(mémoire olfactive). Les effets sont transitoires et réversibles. En injectant 24 heures avant la phase 
d'acquisition (conditionnement olfactif du réflexe d’extension du proboscis), chaque traitement ARN 
interférent aboutit à une diminution des performances de rappel de l'odeur conditionnée une heure après 
l'apprentissage. Par contre, l’ARN interférent dirigé contre le variant B somatique entraine des effets sur la 
généralisation des nouvelles odeurs. Ces résultats indiquent que la neurotransmission glutamatergique 
via les récepteurs GluCls est nécessaire pour le processus de rappel dans la mémoire olfactive et pourrait 
avoir un rôle dans la saillance des odeurs apprises comparée aux nouvelles odeurs. 
 
En conclusion, le rôle de ces récepteurs est discuté par rapport aux données obtenues chez 
d’autres espèces, notamment Caenorhabditis elegans et Drosophila melanogaster. Plusieurs hypothèses 
seront abordées, notamment le lien possible entre GluCls et récepteurs nicotiniques à l’acétylcholine, et la 
localisation potentiellement gliale du variant B somatique. Enfin, la place des deux variants sera discutée 
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